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Introdução: Os efeitos adversos da obesidade sobre a gestação, tal como o 
desenvolvimento do Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) tem sido relacionados 
a alterações da resposta imunológica materna. Objetivo: Avaliar o perfil 
imunológico de gestantes com sobrepeso/obesas, na tentativa de relacionar 
eventuais alterações deste padrão naquelas que desenvolveram DMG. Métodos: 
Este estudo observacional analítico transversal incluiu 72 gestantes eutróficas (46 
saudáveis, 26 DMG) e 115 gestantes com sobrepeso (50 saudáveis, 65 DG). As 
subpopulações celulares foram  avaliadas por citometria de fluxo, os níveis séricos 
e em sobrenadante de cultura de linfócitos das citocinas (TNF-A, IL-6, IL-10) por 
ELISA e os polimorfismos genéticos pela técnica de PCR-RFLP. Resultados: As 
gestantes com DMG apresentaram maior porcentagem de células NK ativadas do 
que as saudáveis. Estas diferenças foram significantes quando comparamos as 
gestantes eutróficas com DMG com as saudáveis eutróficas e com sobrepeso 
(p=0,002 e p=0,008 respectivamente) e, também entre os grupos sobrepeso com 
DMG e eutróficas saudáveis  (p= 0,02). A porcentagem de células TCD3+CD8+ 
foi maior no grupo de gestantes eutróficas com DMG do que nas sobrepeso 
saudáveis (p=0,04).  Detectamos níveis mais baixos s de IL-10 em sobrenadante 
de cultura com e sem estímulo (LPS) quando comparadas gestantes com 
sobrepeso e DMG com as sobrepeso saudáveis (p=0,03 e p=0,02 
respectivamente). Não detectamos outras diferenças significantes entre os grupos, 
nem em relação aos outros parâmetros analisados. Conclusão: Estes resultados 
sugerem que aumento no número de células NK ativadas e TCD8+, assim como 
menor produção de IL-10 estejam associados com DMG. 
Palavras-chave: subpopulações celulares, células NK, sobrepeso, Diabetes 





Introduction: The adverse effect of obesity on pregnancy, such as Gestational 
Diabetes Mellitus (GDM) have been related to impaired maternal immune 
response. Objective: To evaluate the immunological profile of overweight/obese 
pregnant women and identify  changes in this pattern in those with  GDM. 
Methods: This analytical cross-sectional study included 72 normal weight 
pregnant women (46 healthy and 26 with GDM) and 115 overweight pregnant 
women (50 healthy, 65 with GDM). The cell subsets were assessed by flow 
cytometry, serum and lymphocyte culture supernatant cytokines levels (TNF-A, 
IL-6, IL-10) were determined by ELISA and genetic polymorphisms by PCR-
RFLP. Results: GDM patients had a higher percentage of activated NK cells than 
healthy pregnant women. These differences were significant when normal weight 
GDM patients were compared to both normal weigth and overweight healthy 
women (p=0,002 e p=0,008 respectivly) as well as in overweight GDM patients 
compared to normal weight healthy women (p= 0.02). The percentage of 
CD3+CD8+ T cells was higher IN normal weight GDM patients compared to 
overweight healthy participants (p=0.04).  Culture supernatant IL-10 levels  with 
and without LPS stimulation were lower in overweight GDM patients compared 
to overweight healthy women (p=0.03 e p=0.02, respectively). There were no 
other significant differences between the subgroups, or in the findings related to 
the other parameters analyzed in the study. Conclusion: These results suggest an 
association between increased numbers of activated NK cells and CD8+ T 
lymphocytes, as well as lower IL-10 production and GDM.  































A obesidade é uma doença crônica, atualmente considerada uma 
pandemia (1). 
A repercussão da obesidade sobre a saúde em geral é extensa, 
incluindo significante aumento das taxas de mortalidade. A obesidade 
também afeta eventos reprodutivos sendo um importante fator de risco para 
o desenvolvimento de patologias como o diabetes gestacional e pré-
eclampsia, entre outras (2-8). 
Durante a gestação normal ocorrem alterações fisiológicas que levam 
ao desenvolvimento de um perfil inflamatório leve que é modulado para 
uma adequada interação materno-fetal. A ativação de mecanismos de 
tolerância imunológica e o predomínio de mediadores anti-inflamatórios 
são essenciais para o sucesso gestacional.  A obesidade é uma condição de 
inflamação crônica caracterizada pela produção exacerbada de mediadores 
inflamatórios que podem levar a efeitos adversos locais e sistêmicos (9). 
A placenta da gestante obesa apresenta acúmulo de macrófagos e 
secreta grande quantidade de citocinas de padrão inflamatório(10). A 
intensidade desse fenômeno parece estar diretamente relacionada ao índice 
de massa corpórea (IMC) pré-gestacional. O ganho ponderal excessivo em 
duas gestações consecutivas parece também induzir a um padrão 
semelhante, aumentando assim o risco de complicações maternas e 
perinatais (1).  
A resistência à insulina (RI) é outra alteração própria da gestação que 
também está presente na obesidade A RI é uma das adaptações fisiológicas 
mais características da gravidez sendo que gestantes normais tem um 
aumento de 40-50% na RI no decorrer de sua gestação (11).  
A obesidade interfere bastante com o metabolismo dos carboidratos 
na gestação, aumentando ainda mais o grau de RI. Acredita-se que a 
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elevação da RI observada em obesos seria decorrente da sua condição de 
inflamação crônica(12). A gestante obesa tem um risco ao menos quatro 
vezes maior de desenvolver Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) do que a 
gestante eutrófica (3, 13). Acredita-se que este aumento de risco seria 
decorrente de vários fatores tais como o estado de inflamação subclínica, a 
produção de mediadores inflamatórios e as alterações próprias do tecido 
adiposo (1).   
A interação entre macrófagos, células T CD4+, CD8+ e Treg parece 
ter um papel importante tanto para o desenvolvimento da reação 
inflamatória, como para o aumento da RI (14). 
Numerosos estudos indicam que a imunidade inata está diretamente 
implicada na fisiopatologia da obesidade. Alterações no número e perfil 
dos leucócitos, a ativação macrófagos, linfócitos T e células Natural Killer 
(NK) e, a produção aumentada de mediadores inflamatórios tem sido 
associada à obesidade e à resistência insulina (RI) (15, 16). A associação de 
obesidade e gestação seria uma condição em que estas alterações estariam 
mais exacerbadas.  
Estudos experimentais identificaram acúmulo de macrófagos e 
células T CD8+, e densidade reduzida de células T CD4+ e Treg no tecido 
adiposo de camundongos obesos (14, 17). Alterações semelhantes foram 
observadas em humanos (18). 
Além de estar relacionada à fisiopatologia da obesidade e de 
participar de mecanismos de tolerância e auto-imunidade no diabetes tipo I 
(19)
, as células Tregs parecem estar envolvidas também no desenvolvimento 
do diabetes tipo 2 e na RI (20, 21). Desequilíbrios desta subpopulação celular 
também têm sido associados aos efeitos adversos da obesidade sobre a 
gravidez (22).  
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A população de células T reguladoras (Treg) parece desempenhar um 
papel essencial na modulação do processo inflamatório fisiológico da 
gestação. Esta subpopulação linfocitária teria um papel critico na 
modulação da inflamação tecidual por suas interações com diversos 
componentes do sistema imune (23). 
As células Treg são atraídas até o trofoblasto pela gonadotrofina 
coriônica. No início da gravidez a decídua contém células T reguladoras 
em abundância. Em condições normais, o número de células Treg aumenta 
progressivamente ao longo da gestação, atingindo níveis máximos no 
segundo trimestre, retornando aos valores normais no puerpério (24, 25).  
Os poucos estudos que avaliaram células Treg em gestantes sugerem 
que estas mulheres teriam uma redução do número/ativação destas células 
(26)
. Tal como as células Treg, as células NK participam ativamente da 
interação materno-fetal e estão envolvidas na fisiopatologia da obesidade. 
Existem poucos estudos sobre estas populações celulares específicas em 
gestantes obesas. A maioria das publicações sobre células NK enfoca 
outros grupos populacionais, como pacientes submetidos à cirurgia 
bariátrica ou a dietas, ou com câncer e alergia (27, 28).  Um dos raros estudos 
que analisou obesos saudáveis detectou níveis normais de IL-2 e de 
atividade de células NK nesses indivíduos (29). 
Moulin et al. (2009) (9), avaliaram diversos parâmetros imunológicos 
em pacientes obesos antes e depois de cirurgia bariátrica, relacionando os 
achados com a perda de peso. Observaram que o número de células NK 
permaneceu inalterado, entretanto, houve recuperação da atividade 
citotóxica. Outro achado importante foi a restauração da resposta de 
linfócitos a mitógenos, incluído a proliferação celular e a produção de 
citocinas relacionadas à atividade de células NK (9).  
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 Um amplo espectro de citocinas estaria envolvido na modulação 
inflamatória de gestantes obesas entre elas o fator de necrose tumoral-alfa 
(TNF-A), a interleucina (IL)-6 e a IL-10. 
O TNF-A é uma molécula que promove a inflamação tanto de forma 
direta como indireta pela inibição de adipocinas de efeito anti-inflamatório 
(12)
. Os efeitos de TNF-A podem ser benéficos ou não, dependendo dos 
níveis produzidos e do período gestacional (30, 31). Diversos estudos 
identificaram níveis séricos aumentados desta citocina nos obesos sendo que 
esses valores tendiam a diminuir com a perda de peso (32, 33).  
A IL-6 é outra molécula de perfil inflamatório, ela inibe a atuação de 
células Treg, e consequentemente promove o acúmulo de células imunes 
adaptativas (CD8+ e Th1) e a ativação do sistema imune inato (mastócitos e 
macrófagos) (34). Além de intensificar o processo inflamatório, a IL-6 pode 
atuar também como mediadora de mecanismos metabólicos. Vale destacar 
que grande parte da IL-6 circulante seria produzida pelo tecido adiposo (35, 
36)
. 
Por outro lado a IL-10 é uma molécula anti-inflamatória devido à sua 
atuação nas células do sistema imune inibindo a produção de mediadores 
inflamatórios e a apresentação de antígenos (37). 
Desequilíbrios na produção de citocinas parecem estar diretamente 
relacionados ao IMC sendo mais encontrados obesos mórbidos (35, 38). 
Dependendo do seu grau e padrão, este conjunto de mediadores pode 
comprometer ou até mesmo inviabilizar a gestação de pacientes obesas.  
Níveis elevados de TNF-A e IL-6, e diminuídos de IL-10, estariam 
associados ao desencadeamento de RI e ao diabetes mellitus gestacional 
(DMG) (39-44). Porém estes achados não foram confirmados por outros 
investigadores (45, 46).  
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Os aspectos genéticos envolvidos na relação obesidade/gestação 
merecem ser investigados uma vez que existem genes especificamente 
ligados à obesidade, ao diabetes tipo 2 e aos mediadores inflamatórios de 
modo geral. Já foram identificados polimorfismos relacionados aos genes 
codificadores de citocinas, de mediadores inflamatórios e dos seus receptores. 
Baseado nestes conhecimentos têm-se pesquisado a relação entre fatores 
genéticos e doenças (45-48).  Estudos recentes identificaram alteração no perfil 
da expressão de genes associados à inflamação em mulheres com DMG (14, 
49)
.  
Um gene é considerado polimórfico quando possui duas ou mais 
variantes alélicas, sendo que ao menos duas delas apresentam freqüência 
maior que 1% na população. Alguns desses locis polimórficos podem ser 
capazes de alterar a expressão de seus produtos, ao passo que outros podem 
não apresentar qualquer repercussão fenotípica. Mesmo não havendo efeitos 
fenotípicos, a determinação dos genótipos polimórficos pode contribuir para a 
identificação de marcadores de risco ou proteção de doença (50). 
Grande número de estudos tem sido realizados para avaliar possíveis 
polimorfismos genéticos relacionados a mediadores inflamatórios na 
obesidade (51-53) e em patologias obstétricas (47, 54). Entretanto, até o 
momento não foram identificados marcadores genéticos associados ao 
desenvolvimento de complicações obstétricas em obesas.  
 A obesidade hoje é considerada um problema de saúde pública, com 
importantes consequências a longo prazo. A taxa de obesidade materna está 
aumentando em todo mundo sendo que dados atuais indicam que cerca de 
um terço das mulheres que engravidam estão com sobrepeso ou são obesas 
(1)
. Evidências consistentes apontam que a obesidade materna está 
associada a desfechos adversos tanto para a mãe como para o feto. 
Portanto, torna-se fundamental compreender a fisiopatologia dessa 
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interação e os fatores envolvidos na relação obesidade/gestação. A 
investigação dos mediadores, das subpopulações celulares e dos 
marcadores genéticos em gestantes obesas é um passo importante para uma 
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Nosso objetivo principal foi avaliar o perfil imunológico de gestantes 
com sobrepeso/obesas, na tentativa de relacionar eventuais alterações deste 
padrão naquelas que desenvolvem Diabetes Mellitus Gestacional.   
  Nossos objetivos específicos foram comparar gestantes com 
sobrepeso/obesas e eutróficas que tiveram uma gestação normal versus 
aquelas que desenvolveram diabetes mellitus gestacional quanto aos 
seguintes parâmetros: 
 Subpopulações celulares: CD4+, CD8+ Treg e NK em sangue 
periférico; 
 Polimorfismos genéticos relacionados aos genes de TNF-A, IL-6 e 
IL-10; 
 Níveis de TNF-A, IL-6 e IL-10 em sobrenadante de cultura de 
linfócitos sem estímulo e com estímulo (LPS), assim como seus 
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A associação gestação e obesidade estão associadas a maiores riscos 
de alterações sistêmicas e complicações obstétricas (2). Estes efeitos 
adversos têm sido relacionados ao desenvolvimento de reação inflamatória 
exacerbada com o comprometimento da resposta imune materna (55). A 
avaliação de parâmetros imunológicos inclui a análise de leucócitos e de 
subpopulações celulares. A utilização de marcadores de superfície 
permitem a identificação e caracterização de subpopulações celulares (T, B, 
NK), com diferentes atividades biológicas (56, 57). 
A gestação é caracterizada por ativação de leucócitos e níveis 
sanguíneos mais elevados de proteínas de fase aguda e de algumas 
citocinas (14, 58, 59). A avaliação de subpopulações celulares em sangue 
periférico de gestantes normais mostra aumento de numero e porcentagem 
de linfócitos T, sem alterações de células B. As gestantes não teriam 
diferenças significantes no numero de linfócitos CD4 e CD8, porém as 
subpopulação de células T reguladoras (Treg), definida pela frequência de 
células CD4+CD25high, CD4+CD127lowCD25+, e  CD4+Foxp3+, estaria 
bastante aumentada (60). O número total das células NK no sangue 
periférico diminui durante a gravidez, enquanto o número de células NK 
ativadas CD69+ aumenta entre o 1º e o 3º trimestre (61).  
Os linfócitos T CD4+ auxiliar coordenam a resposta imunológica aos 
vírus, bactérias e fungos, principalmente através da produção e liberação de 
citocinas. Por sua vez, os linfócitos T CD8+ atuam por citotoxicidade, 
sendo responsáveis principalmente pela defesa contra vírus e células 
tumorais. As células Treg representam cerca de 5 a 20% dos linfócitos T 
CD4+, exercem múltiplas ações, atuando no controle da resposta 
autoimune, reações alérgicas, inflamação e respostas contra infecções (62).  
Nieman et al. (1999) (63) avaliaram a função imune de 157 mulheres 
não gestantes, e observaram associação entre obesidade e diminuição do 
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numero total de linfócitos e de células T CD4+, e também com alteração na 
resposta linfoproliferativa. 
Por sua vez, O’Rourke et al. (2005) (64) relataram maior frequência 
de células T CD3+CD4+ e menor de T CD3+CD8+ em pacientes com 
obesidade mórbida do que em indivíduos eutróficos. Observaram também a 
expressão de CD95+ (FAS-receptor associado a apoptose celular) em 
grande porcentagem das células T CD3+CD8+. Não encontraram outras 
diferenças entre os grupos quanto à expressão de marcadores de superfície 
específicos, assim como também não detectaram alterações na porcentagem 
de linfócitos ou monócitos em sangue periférico. 
Até o momento, o maior estudo sobre a relação obesidade/função 
imune foi realizado por Womack et al. (2007) (65). Estes investigadores 
avaliaram 322 mulheres obesas não gestantes e, ao contrário de outros 
estudiosos, identificaram uma correlação positiva entre aumento de IMC e 
o numero de leucócitos, de linfócitos totais e de linfócitos T CD4+.   
Resultados similares foram observados por El-Hafez e El-Aziz 
(2012) (66) isto é, pacientes obesos comparados a eutróficos apresentaram 
aumento do número de leucócitos, de linfócitos totais e de CD4+ com 
diminuição das taxas de CD8+ e CD56+, sendo estas alterações relacionadas 
aos níveis de obesidade e a parâmetros metabólicos.  
Em estudo caso-controle, Van der Weerd et al. (2012) (67) relataram 
que pacientes “saudáveis” com obesidade mórbida comparadas com 
eutróficos apresentaram aumento no numero de linfócitos T CD4+ em 
sangue periférico com predomínio das subpopulações: Treg (T 
CD4+CD25+FoxP3+) e Th2 sugerindo um perfil anti-inflamatório. É 
possível que obesos com distúrbios metabólicos apresentem outro padrão 
imunológico característico de condição inflamatória.  
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Estudo recente apontou que a obesidade na gestação estaria 
associada à redução na proporção de células CD8+ e NKT e também 
alteração da resposta linfoproliferativa in vitro (68).  
Trabalhos experimentais mostram a participação das células Treg no 
controle da sensibilidade à insulina (69, 70). Eller et al. (2011)  (71) 
observaram redução de numero e função das células Treg de tecido adiposo 
de obesos. Adicionalmente utilizando modelo animal, demonstraram que a 
depleção das células Treg parece agravar a nefropatia diabética, enquanto 
que a transferência desta subpopulação linfocitária acarretaria aumento da 
sensibilidade à insulina.  
Poucos estudos avaliam as subpopulações linfocitárias em pacientes 
com diabetes mellitus gestacional (DMG). Mahmoud et al. (2005, 2012)(72, 
73)
 observaram maior numero de linfócitos T (CD4+; CD8+) ativados em 
gestantes com DMG do que em gestantes saudáveis  e  não gestantes. 
Outro importante componente da resposta imune, as células natural 
killer (NK) também parecem participar da fisiopatologia da obesidade. 
Reconhecidas como elemento crítico da imunidade inata, estas células 
atuam por citotoxicidade e através das citocinas que secretam.  
A avaliação desta subpopulação em obesos tem levado a resultados 
contraditórios. Segundo Dovio et al. (2004) (29) indivíduos obesos não 
apresentam alteração de atividade espontânea nem da induzida por IL-2 das 
células NK. Por outro lado, o estudo de Lynch et al. (2009) (74) sugere que 
pacientes com obesidade mórbida e IMC similar, mas perfil metabólico 
diverso, podem apresentar diferenças no padrão de células NK. Guo et al. 
(2012) (75) relataram aumento do numero de células NK ativadas 
diretamente correlacionado com o IMC em pacientes com diabetes tipo 2 
recém-diagnosticado. Baseado em outros marcadores celulares, o grupo de 
Lapollla et al. (1996) (76) observou elevação do número e porcentagem de 
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células NK periféricas em pacientes com DMG comparadas a gestantes 
saudáveis. 
 Além dos desequilíbrios nas subpopulações linfocitárias, alterações 
nos padrões de citocinas têm sido associados à obesidade, à gestação e ao 
diabetes mellitus. Trabalhos experimentais sugerem que citocinas pró-
inflamatórias (IL-6, IL-8 e TNF-A) podem interferir na sinalização de 
insulina e, portanto podem estar relacionadas à resistência à insulina (77, 78). 
O TNF-A é uma das citocinas mais bem caracterizadas, produzida 
principalmente por macrófagos. Considerada uma das principais citocinas 
pró-inflamatórias, o TNF-A desempenha papel central na defesa do 
organismo contra infecções bacterianas e virais (79). Esta molécula 
apresenta outras atividades biológicas, tais como efeito inibidor sobre a 
proliferação de células tumorais e indutor de apoptose celular (80). 
Importante também é a atuação do TNF-A sobre o tecido adiposo, 
interferindo no metabolismo de lipídeos e na sinalização de insulina (81, 82). 
Além de participar diretamente da resposta imune e estimular a 
própria produção, o TNF-A pode induzir a produção de outras citocinas 
inflamatórias tal como IL-6 e inibir a secreção de citocinas anti-
inflamatórias (80). Se por um lado o TNF-A é essencial para o sucesso da 
implantação embrionária no útero, e está envolvido nos mecanismos de 
trabalho de parto, por outro lado a produção exacerbada de TNF-A está 
associada ao aborto e outras intercorrências obstétricas (30, 31, 83, 84).    
 A atuação do TNF-A na gestação parece ser ainda mais ampla, 
induzindo e modulando a RI (85). Estudos sugerem que o TNF-A promove a 
apoptose de adipócitos e RI pela inibição da via de sinalização do receptor 
de insulina (80). Em trabalhos experimentais observou-se que a 
neutralização dos efeitos do TNF-A, em ratos obesos provocou aumento da 
sensibilidade insulínica. E mais, camundongos deficientes em TNF-A 
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permaneceram sensíveis à insulina quando colocados em dieta rica em 
gordura (86). 
Apenas parte do TNF-A derivado do tecido adiposo é secretada por 
adipócitos, o restante parece ser produzido principalmente por macrófagos 
infiltrados no tecido (87).   
Os níveis de TNF-A circulantes são maiores em obesos do que nos 
eutróficos, sugerindo uma  correlação direta desta citocina com o IMC (35, 
88)
. Nicklas et al. (2005) (89) observaram que a expressão gênica do TNF‑A 
no tecido adiposo subcutâneo e visceral seria maior em obesos do que em 
eutróficos.  
 Alguns estudos sugerem que os níveis circulantes de TNFA em 
obesos submetidos à cirurgia bariátrica tendem a diminuir com a perda de 
peso (32, 35). Xydakis et al. (2004) (90) detectaram níveis de TNF-A elevados 
em obesos com distúrbios metabólicos sendo que  esta alteração não foi 
corrigida pela redução de peso. Uma revisão sistemática recente também 
não confirmou a relação entre perda de peso e queda nos níveis de TNF-A 
em obesos (91).  
 Simental-Mendía et al. (2012)(92) investigaram a relação entre RI, 
obesidade e níveis de TNF-A, mas não encontraram diferenças 
significantes quando compararam os obesos RI com aqueles com níveis 
glicêmicos normais. 
Os resultados dos estudos que analisaram os níveis de TNF-A em 
pacientes com o DMG são controversos (41, 42, 45, 93). Enquanto alguns 
investigadores identificaram níveis elevados de TNF-A em gestantes com 
DMG (41, 44, 94-98), outros não acharam esta alteração (45, 93, 99, 100).  
Gao et al. (2008) (97) detectaram um aumento de TNF-A sérico 
correlacionado ao IMC entre a 14ª e 20ª semana de gestação, precedendo o 
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aparecimento da hiperglicemia. As pacientes com DMG apresentaram esta 
alteração em diferentes períodos de gestação. 
Outra citocina que tem sido relacionada à obesidade e ao DMG é a 
IL-6, reconhecida por apresentar tanto efeito anti-inflamatório quanto 
inflamatório (101, 102). Evidências experimentais mostram que receptores de 
IL-6 estão expressos em regiões de controle do apetite e de captação de 
energia (80). 
  Em condições normais, a concentração de IL-6 plasmática é 
relativamente alta, sugerindo sua importância sistêmica. Estudos in vitro e 
in vivo evidenciam os efeitos metabólicos da IL-6 sobre a glicemia. Os 
adipócitos secretam grande parte da concentração circulante de IL-6, mas 
células do sistema imune e placentárias também são fontes importantes de 
produção desta molécula (35, 103, 104). 
Níveis plasmáticos elevados de IL-6 parecem estar associados à 
obesidade, (35, 105) à RI (106) e ao DMG (107). Os mecanismos pelos quais IL-6 
pode induzir RI em nível celular ainda são pouco compreendidos. 
Alguns estudos sugerem que gestantes obesas apresentariam níveis 
séricos de IL-6 maiores do que as eutróficas (108, 109). De acordo com 
Roberts et al. (2011) (110), além desta alteração sistêmica, a obesidade pré-
gestacional parece estar associada à maior expressão de diversas citocinas 
inflamatórias na placenta. 
A avaliação de pacientes obesos, antes e depois da cirurgia bariátrica, 
mostrou que a perda de peso está associada à diminuição significante das 
concentrações de IL-6 (9). De acordo com metanálise recentemente 
publicada, esta intervenção promove a redução de cerca de 27% dos níveis 
de IL-6 mas não altera as concentrações de TNF-A  (91). 
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Cancello et al. (2006) (111) sugerem que a perda de peso, mesmo 
quando moderada, apresenta efeitos positivos, diminuindo a produção de 
mediadores inflamatórios tais como TNF-A e IL-6. 
A concentração de IL-6 circulante parece estar diretamente 
correlacionada com a RI (43, 112) sendo que estudos recentes relataram níveis 
circulantes de IL-6 elevados em pacientes com diabetes tipo 2 (113, 114).  
Goyal et al. (2013) (115) selecionaram 40 pacientes com diabetes tipo 
2, sendo 20 eutróficos e 20 obesos (IMC>30) e  avaliaram os níveis séricos 
de TNFA e IL-6, antes e depois da administração de insulina. Nos dois 
grupos, os níveis das citocinas estavam aumentados e abaixaram após a 
administração de insulina, porém a resposta ao tratamento foi mais tardia 
nos obesos.  
Os achados sobre níveis de IL-6 em portadoras de DMG são 
controversos (116). E enquanto alguns investigadores encontraram aumento 
de IL-6 nestes casos comparados às gestantes saudáveis (42, 43, 112), outros 
não acharam esta diferença (45, 98, 99, 117). 
A IL-10 é outra citocina importante na interação gestação-obesidade-
RI. É uma citocina de perfil anti-inflamatório que se destaca como 
modulador da resposta imune, inibindo a produção das citocinas pró- 
inflamatórias, tais como TNF-A (118, 119). 
Existem poucos estudos sobre a relação IL-10 com obesidade e/ou 
RI. Bassol et al. (2010) (120) observaram aumento dos níveis circulantes de 
IL10 sérica em indivíduos obesos, sendo este, aumento correlacionado com 
o IMC e com os níveis pressóricos.  
Em obesos que foram submetidos à cirurgia bariátrica, os níveis de 
IL-10 tiveram um aumento significativo com a perda de peso após 12 
semanas da cirurgia (32). Por outro lado, Van de weerd et al. (2012) (67) não 
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observaram diferenças nos níveis plasmáticos de IL-10 entre indivíduos 
eutróficos comparados a obesos mórbidos. 
Em meninos obesos também não foi detectada alteração na produção 
de IL10 (105). Resultados opostos foram relatados por Calcaterra et al. 
(2009) (121), que embora não tenham encontrado alteração de IL-10 em 
casos de síndrome metabólica, observaram aumento desta citocina em 
adolescentes obesos. 
A relação entre IL-10 e diabetes tipo 2 é controversa, enquanto 
Saxena et al. (2012) (122) encontraram níveis mais elevados de IL-10 em 
portadores de diabetes tipo 2  em população indiana,  outros investigadores 
relataram níveis reduzidos de IL-10 em pacientes com síndrome metabólica 
e com diabetes tipo 2 (123, 124). 
A IL-10 parece ser a molécula imunossupressora e anti-inflamatória 
mais potente entre os fatores produzidos na interface materno-fetal (125). A 
produção exacerbada de IL-10 parece favorecer a evolução da gestação (126). 
Muitos estudos apontam alterações dos níveis circulantes de IL-10 
em doenças autoimunes e em patologias gestacionais, tais como o aborto 
recorrente espontâneo, o parto pré-termo e a pré-eclâmpsia (118, 119). 
Entretanto, a participação desta citocina na fisiopatologia do DMG não está 
esclarecida. 
Kuzmiski et al. (2008) (42) observaram redução dos níveis séricos de 
IL-10 em pacientes com DMG quando comparados aos de gestantes 
saudáveis. Por outro lado, outros investigadores não observaram alterações 
significantes nos níveis desta molécula associado ao DMG (45, 46). 
A importância do controle genético sobre a produção de citocinas já 
esta bem estabelecida. O reconhecimento de polimorfismos relacionados 
aos genes codificadores destes mediadores e seus receptores levaram a 
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vários estudos cujo intuito foi avaliar a relação entre estes fatores e diferentes 
condições clínicas incluindo a obesidade e patologias obstétricas (47, 48, 127).   
Polimorfismos genéticos relacionados ao TNF-A e a IL-6 tem sido 
investigados em obesos com resultados controversos. Enquanto Popko et al.  
(2009) (128) identificaram uma associação entre o polimorfismo -308 G/A do 
TNF-A e a obesidade, Bouhaha et al. (2010)(52) não confirmaram esta relação. 
Os estudos sobre polimorfismos de IL-6 também são contraditórios (51, 52, 128, 
129)
.  
Bassols et al. (2010) (120) avaliaram cerca de 760 indivíduos obesos e 
identificaram uma associação entre o polimorfismo de IL-10 -819 C/T com o 
IMC e com a circunferência da cintura. Um estudo envolvendo 551 italianos 
caucasianos com Diabetes tipo 2 e 1131 controles analisou três polimorfismos 
de IL-10 (-819C/T; -592C/A; -1082G/A). Segundo os autores, o polimorfismo 
-592C/A de IL-10 estaria associado com a obesidade e com RI, mas não com 
Diabetes tipo 2 (130). 
Existem poucos estudos que avaliaram polimorfismos genéticos 
relacionados às citocinas TNF-A, IL-6 e IL-10 em pacientes com DMG (45, 131). 
Apenas o polimorfismo da citocina IL-10 na posição -597 parece estar 

























4. PACIENTES E MÉTODOS
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4.1 Desenho do estudo 
 





 As participantes deste estudo foram recrutadas nos seguintes locais: 
a) Ambulatório de Diabetes e Gravidez da Escola Paulista de Medicina 
(EPM -UNIFESP), b) Enfermaria do Departamento de Obstetrícia da EPM 
- UNIFESP, c) Centro Obstétrico do Hospital São Paulo, d) Casa da 
Gestante do Hospital Universitário de São Bernardo do Campo e ) Hospital 
Municipal e Maternidade Escola Dr. Mário de Moraes Altenfelder Silva 
(Vila Nova Cachoeirinha).  
Aquelas que preencheram os critérios de inclusão, e que 
espontaneamente aceitaram participar do estudo, após assinatura do termo 
de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1), foram encaminhadas para 
preenchimento da ficha de dados (Anexo 2) e para coleta de material. O 
estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética Institucional da Universidade 
Federal de São Paulo, (Anexo 3) pela Faculdade de Medicina do ABC 
(Anexo 4) e pelo Comite de Ética em Pesquisa do Hospital Municipal e 
Maternidade Escola Dr. Mário de Moraes Altenfelder Silva (Vila Nova 
Cachoeirinha) (Anexo 5). 
Os critérios de inclusão foram: gestação única com feto vivo; idade 
gestacional entre 28-36 semanas; pacientes com IMC (índice de massa 
corpórea - peso em Kg/altura em m2) pré-gestacional  ≥ 18,5. 
Foram excluídas gestantes: sem informação sobre o seu peso pré-
gestacional; com gestação resultante de tecnologia de reprodução assistida 
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(ex. FIV), aquelas em trabalho de parto (presença de contrações uterinas 
regulares acompanhadas de modificações cervicais); portadoras de doenças 
sistêmicas pré-existentes, tais como, hipertensão arterial crônica, Diabetes 
Mellitus tipo 1 ou 2, lúpus eritematoso sistêmico, artrite reumatóide, febre 
reumática ou asma, entre outras; portadoras de infecções bacterianas ou virais 
agudas ou crônicas tais como infecções urinárias, infecções de vias aéreas, 
gastroenterocolite aguda,  HIV ou hepatite; com história de transplante de 
órgãos sólidos; gestantes em uso de corticóides, antibióticos, 
imunossupressores, anti-inflamatórios, ou ainda que tenham sido previamente 
submetidas à cirurgia bariátrica.  
Foram constituídos quatro grupos de estudos definidos de acordo com 
o IMC pré-gestacional e, a presença ou não de DMG. O cálculo do IMC 
pré-gestacional foi feito através do peso auto-referido e da altura medida 
durante o pré-natal atual. As categorias de IMC foram definidas de acordo 
com os critérios propostos pela World Health Organization (2000)(132), 
conforme tabela 1. 
Tabela 1. Classificação dos índices de massa corpórea. 
Classificação IMC 
Abaixo do peso Abaixo de 18,5 
Peso normal 18,5 – 24,9 
Sobrepeso 24,9 – 29,9 
Obesidade grau I 30 – 34,9 
Obesidade grau II 35 – 39,9 
Obesidade grau III Igual ou maior que 40 
 
a) Grupo 1: Eutróficas saudáveis: composto por gestantes eutróficas (IMC 
entre 18,5 - 24,9) sem patologias obstétricas até o final da gestação 
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b) Grupo 2: Eutróficas com DMG:  composto por gestantes eutróficas (IMC 
entre 18,5 - 24,9) com Diabetes Mellitus Gestacional 
c) Grupo 3: Sobrepeso saudáveis: composto por gestantes com sobrepeso 
(IMC ≥ 25) sem patologias obstétricas 
d) Grupo 4:. Sobrepeso com DMG: composto por gestantes com sobrepeso 
(IMC ≥ 25) e com Diabetes Mellitus Gestacional 
O diagnóstico de DMG seguiu os critérios preconizados pelo 
International Association for Diabetes and Pregnancy Study Group 
(IADSPG) (133) que são: glicemia de jejum ≥ 92 mg/dL ou 1 hora após 
sobrecarga glicêmica de 75 g ≥ 180 mg/dL ou valor de 2 horas ≥ 153 
mg/dL. Todas as participantes deste estudo realizaram curva glicêmica de 75 
g entre 24-32 semanas.  
Todas as participantes do estudo foram contatadas após a coleta dos 
exames para sabermos a evolução da gestação até o parto. Aquelas sem 
patologias até o momento da coleta (grupos 2 e 4) que informaram ter 
desenvolvido PE, hipertensão gestacional, parto prematuro, rotura prematura 
das membranas ou qualquer outra intercorrência obstétrica foram excluídas do 
estudo, Aquelas que eram saudáveis no momento da coleta dos exames 
(grupos 2 e 4) e que posteriormente desenvolveram DMG foram 
reclassificadas para os grupos 1 e 3. As participantes que por qualquer motivo 
não puderam ser contatadas depois da coleta para informar sobre o desfecho 




Como não encontramos estudos prévios que permitissem calcular o 
tamanho amostral recomendado para esta investigação, nossa proposta foi 
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realizar um estudo que sirva como base para futuras investigações, 





4.3.1 Coleta de sangue 
 
 Foram coletados 33 mL de sangue por punção de veia periférica do 
antebraço, sendo 20 mL em tubo com heparina, 8 mL em tubo com EDTA e 5 
mL em tubo seco (BD Diagnostics, Franklin Lakes, NJ, USA). As amostras 
foram transportadas em malas térmicas refrigeradas entre 2°C a 8°C até o 
Laboratório de Obstetrícia Fisiológica e Experimental do Departamento de 
Obstetrícia da EPM-UNIFESP e processadas dentro de 4 horas após a coleta.  
 O sangue coletado em tubo contendo EDTA foi utilizado para extração de 
DNA, a amostra foi centrifugada à 3000 rpm por 10 minutos à 4°C, e a camada 
intermediária (buffy coat) contendo as células polimorfonucleares foi coletada e 
armazenada a -20ºC para futuro processamento. 
 Parte do sangue heparinizado (10mL) foi utilizado para cultura de células 
mononucleares, o sobrenadante coletado foi aliquotado e congelado a -80°C 
para posterior dosagem de citocinas (IL-6, IL-10 e TNF-A). O restante do 
sangue heparinizado foi destinado para quantificação e caracterização de 
subpopulações celulares pela técnica de citometria de fluxo. 
 A amostra coletada em tubo seco foi centrifugada após a retração do 
coágulo a 3500 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente, o soro obtido foi 
aliquotado em microtubos e armazenados a -80ºC para posterior dosagem de 
citocinas (IL-6, IL-10 e TNF-A). 
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4.3.2. Congelamento de células mononucleares do sangue periférico 
 
 Sangue heparinizado (10 mL) diluído em partes iguais em PBS (Dulbecco 
s/Ca s/MG – Cutilab, Brasil) foi cuidadosamente dispensado sob solução 
gradiente de Ficoll-Paque plus (GE Bio-Science, Uppsala, Suécia) e 
centrifugado a 1800 rpm por 30 minutos, à temperatura ambiente.  
 Após a centrifugação, o anel de leucócitos que se forma na interface do 
sangue com a solução de Ficoll foi recuperado e submetido a lavagens em PBS. 
O botão de células mononucleares foi suspendido em meio de cultura RPMI 
suplementado com L-glutamina, soro fetal bovino (FBS) e gentamicina. A 
viabilidade celular foi avaliada com corante azul trypan (Sigma, Saint Louis, 
MO, EUA) e a concentração celular ajustada em 4x106 células/mL. Após o 
ajuste da concentração, a solução de células foi centrifugada a 2000 rpm 
por 10 minutos a 18ºC, o sobrenadante descartado e o botão de células 
suspendido em soro fetal bovino com 10% de Dimetilsulfóxido (DMSO).  
 A suspensão de células foi aliquotada em criotubos e pré-congelada 
em recipiente próprio para congelamento Mr. Frosty (Nalgene®-Thermo 
Scientific, New York - USA) em freezer -80ºC por 24 horas. Após este 
período as amostras foram armazenadas em um tambor com nitrogênio 
líquido para posterior avaliação das subpopulações celulares por citometria 
de fluxo.  
 
 
4.3.3. Citometria de Fluxo: avaliação de subpopulações celulares 
 
Esta técnica foi utilizada para detecção, caracterização e quantificação das 
subpopulações de células T (CD4+, CD8+, Treg) em amostras congeladas 
provenientes da coleta de sangue periférico heparinizado. 
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As amostras de células congeladas foram retiradas do nitrogênio líquido e 
incubadas a 37ºC por tempo apenas suficiente para descongelar a amostra. 
Posteriormente, foi adicionado meio de cultura RPMI suplementado com L-
glutamina e foram realizadas duas lavagens com meio de cultura para retirar a 
solução de congelamento. 
As amostras foram suspendidas com meio de cultura de maneira que a 
concentração celular fosse de 4x106 e, dispensadas em tubos próprios para 
citometria. Todas as amostras foram lavadas em PBS e, os sobrenadantes 
descartados. 
Foram adicionados os anticorpos monoclonais conjugados com 
diferentes fluorocromos (BD Biosciences, San Jose, CA, US e eBioscience, 
San Diego, CA, US) para a marcação de superfície de interesse, conforme 
quantidade indicada pelo fabricante (Tabela 2). Os microtubos foram 
incubados por 15 minutos no escuro em temperatura ambiente. 
A caracterização das células Treg requer a marcação intracelular de 
um dos anticorpos utilizados. Assim sendo, inicialmente as células foram 
permeabilizadas e fixadas com o kit FoxP3 Fixation/Permeabilization 
(eBioscience Inc, San Diego, CA, US) conforme instruções do fabricante. 
A seguir foi adicionado o anticorpo monoclonal (marcação intracelular) 
anti-FoxP3, (Tabela 2) e o material foi incubado por 30 minutos a 4ºC no 
escuro. 
Todas as amostras foram ressuspendidas em PBS suplementado com 
Albumina bovina (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) para 
avaliação no citômetro FACSCantoTM (BD Biosciences, San Jose, CA, 
US). Foi utilizado o software FlowJo (Tree Star, Inc.) para análise dos 
resultados obtidos e  quantificação dos conjuntos celulares.  
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4.3.4. Citometria de Fluxo: avaliação de células NK 
 
Esta técnica foi utilizada para detecção, caracterização e quantificação das 
células NK (CD56+) em amostras provenientes da coleta de sangue periférico 
heparinizado. 
O sangue heparinizado (10 mL) foi diluído em partes iguais em PBS 
(Dulbecco s/Ca s/MG – Cutilab, Brasil) foi cuidadosamente dispensado sob 
solução gradiente de Ficoll-Paque plus (GE Bio-Science, Uppsala, Suécia) 
e centrifugado a 1800 rpm por 30 minutos, à temperatura ambiente.  
 Após a centrifugação, o anel de leucócitos que se forma na interface 
do sangue com a solução de Ficoll foi recuperado e submetido a lavagens 
em PBS. O botão de células mononucleares foi suspendido em meio de 
cultura RPMI suplementado com L-glutamina, soro fetal bovino (FBS) e 
gentamicina. A viabilidade celular foi avaliada com corante azul trypan 
(Sigma, Saint Louis, MO, EUA) e a concentração celular ajustada em 
4x106 células/mL. Após o ajuste da concentração, a solução de células foi 
centrifugada a 2000 rpm por 10 minutos a 18ºC, o sobrenadante descartado 
e o botão de células suspendido. 
 As amostras foram suspendidas com meio de cultura de maneira que a 
concentração celular fosse de 4x106 e, dispensadas em tubos próprios para 
citometria. Todas as amostras foram lavadas em PBS e, os sobrenadantes 
descartados. 
Foram adicionados os anticorpos monoclonais conjugados com 
fluorocromo (BD Biosciences, San Jose, CA, US) para a marcação de 
superfície de interesse, conforme quantidade indicada pelo fabricante 
(Tabela 2). Os microtubos foram incubados por 15 minutos no escuro em 
temperatura ambiente. 
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Todas as amostras foram ressuspendidas em PBS suplementado com 
Albumina bovina (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) para 
avaliação no citômetro FACSCantoTM (BD Biosciences, San Jose, CA, 
US). Foi utilizado o software FlowJo (Tree Star, Inc.) para análise dos 
resultados obtidos e  quantificação dos conjuntos celulares. 
Na Tabela 2 estão listados os anticorpos que foram utilizados para 
avaliação de subpopulações de células T por citometria de fluxo. 
 
Tabela 2. Anticorpos utilizados na citometria de fluxo.     
Anticorpos Fluorocromo [ ] uso (µL/106) Fabricante 
anti-CD3 FITC 20 BD – Pharmigen 
anti-CD4 PE Cy5 5 eBiosciences 
anti-CD8 PE Cy7 5 BD – Pharmigen 
anti-CD25 APC H7 5 BD – Pharmigen 
anti-CD127 Alexa Fluor 647 20 BD – Pharmigen 
anti-FoxP3 PE 20 eBiosciences 
anti-HLA-DR FITC 20 BD – Pharmigen 
anti-CD69 FITC 20 BD – Pharmigen 
anti-CD56 PE 20 BD – Pharmigen 
 
  
4.3.5. Cultura de células mononucleares do sangue periférico 
   
 Sangue heparinizado (10 mL) diluído em partes iguais em PBS (Dulbecco 
s/Ca s/MG – Cutilab, Brasil) foi cuidadosamente dispensado sob solução 
gradiente de Ficoll-Paque plus (GE Bio-Science, Uppsala, Suécia) e 
centrifugado a 1800 rpm por 30 minutos, à temperatura ambiente.  
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 Após a centrifugação, o anel de leucócitos que se formou na interface do 
sangue com a solução de Ficoll foi recuperado e submetido a lavagens em PBS. 
O botão de células mononucleares foi suspendido em meio de cultura RPMI 
suplementado com L-glutamina, soro fetal bovino (FBS) e gentamicina. A 
viabilidade celular foi avaliada com corante azul trypan (Sigma, Saint Louis, 
MO, EUA) e a concentração celular ajustada para 2x106 células/mL.  
 A suspensão celular diluída em meio RPMI suplementado foi distribuída 
em placa de cultura de 24 orifícios. As células foram estimuladas com 
lipopolissacarídeos (LPS na concentração de 10 µg/mL). A placa de cultura 
permaneceu em estufa de CO2 a 37°C por 24 e 48 horas. Após incubação, a 
suspensão celular foi transferida para microtubos e centrifugada. O 
sobrenadante coletado foi aliquotado e armazenado a -80ºC para posterior 
dosagem de citocinas. 
 
 
4.3.6. Avaliação dos níveis de citocinas em sobrenadante de cultura de 
linfócitos 
 
Os níveis de IL-6, IL-10, TNF-A foram avaliados em sobrenadante de 
cultura de linfócitos pelo método de ELISA de captura utilizando os respectivos 
kits comerciais Quantikine® – Human IL-6 Immunoassay; Quantikine® – 
Human IL-10 Immunoassay e Quantikine® – Human TNFA Immunoassay 
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4.3.7. Avaliação dos níveis de citocinas no soro. 
 
Os níveis de IL-6, IL-10, TNF-A foram avaliados no soro pelo método de 
ELISA de captura utilizando os kits comerciais Quantikine® High sensitivity – 
Human IL-6 Immunoassay; Quantikine® High sensitivity – Human IL-10 
Immunoassay e Quantikine® High sensitivity – Human TNFA Immunoassay 
(R&D Systems®, USA), respectivamente. Os testes foram realizados conforme 
as instruções do fabricante 
 
 
4.3.8. Extração de DNA 
 
 A extração do DNA genômico foi realizada pela técnica de 
DTAB/CTAB (134). 
 Foram adicionados 450 µL de solução de DTAB (brometo de 
dodeciltrimetilamônio) (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) a 12% ao 
buffy coat. Após incubação a 67ºC por 5 minutos, foram adicionados 900 µL 
de clorofórmio (Synth, Brasil).  
 A amostra foi centrifugada por 2 minutos a 10000 rpm, separando o 
material em 3 fases. A fase superior contendo o DNA com aproximadamente 
500 µL foi transferida para um tubo, com 900 µL de água destilada e 100 µL 
de CTAB (brometo de cetiltrimetilamônio) (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, 
MO, USA) a 5%. A amostra foi agitada por inversão, até formar o precipitado 
de DNA-CTAB. Após nova centrifugação (2 minutos a 10000 rpm) o 
sobrenadante foi descartado.  
 O pellet foi dissolvido em 300 µL de solução de NaCl (cloreto de sódio) 
(Synth, Brasil) 1,2M e foram adicionados 750 µL de etanol (Synth, Brasil) 
90%. Com agitação por inversão, o DNA foi precipitado. Após nova 
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centrifugação (2 minutos a 13000 rpm), o sobrenadante foi descartado e o 
DNA lavado com etanol (Synth, Brasil) 70%, seguido de outra centrifugação. 
O sobrenadante foi descartado e o DNA dissolvido em 120 µL de água 
destilada.  
 A concentração final do DNA foi ajustada para 100 ng/µL, e 
determinada por leitura em espectrofotômetro, com absorbância entre 260 e 
280 nm (UltroSpec III, Pharmacia Biothech, Uppsala, Suécia). A pureza do 
DNA foi confirmada pela razão A260nm/A280nm, considerando-se valores 
aceitáveis entre 1,5-1,8. 
 
 
4.3.9. PCR (Reação de Polimerização em Cadeia) 
 
 As amplificações foram realizadas em condições padrões para PCR 
(Master Mix, Promega Corp., Madison, WI, EUA), seguindo as instruções do 
fabricante, utilizando termociclador (MJ96G, Biocycler) com as condições 
previamente padronizadas para cada primer de interesse, de acordo com a 
literatura. 
 As amplificações foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 2% 
(Gibco BRL, Paisley, UK), por 30 minutos a aproximadamente 100V. 
Posteriormente foram submetidos à técnica de RFLP (Restriction Fragment 
Length Polymorphism), que detecta uma variação genética com a utilização de 
enzima de restrição. Os produtos obtidos pela digestão com enzimas de 
restrição foram analisados por eletroforese em gel de agarose 3% (Gibco BRL, 
Paisley, UK), por 30 minutos a aproximadamente 100V. Para análise dos 
resultados utilizamos o sistema de captura UV (E-BOX 300; Vilber Lourmat, 
França). 
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4.3.10. Genotipagem dos polimorfismos 
 
• TNF-A -308 G/A (rs1800629) 
 
 O polimorfismo selecionado está localizado na região promotora do gene 
TNF-A, a amplificação de um segmento de 107 pb dessa região, em que está 
contido o polimorfismo, foi realizada com a seguinte ciclagem: a desnaturação 
inicial realizada com 1 ciclo composto por desnaturação a 94ºC por 3 minutos, 
anelamento a 60ºC por 1 minuto, e polimerização a 72ºC por 1 minuto, seguida 
de 35 ciclos compostos por desnaturação a 94ºC por 1 minuto, anelamento a 
60ºC por 1 minuto, e polimerização a 72ºC por 1 minuto. O ciclo de extensão 
final foi composto por 94ºC por 1 minuto, anelamento a 60ºC por 1 minuto, e 
polimerização a 72ºC por 5 minutos. 
 Para análise deste polimorfismo os primers sense e antisense utilizados 
foram:  
 5´ AGG CAA TAG GTT TTG AGG GCC AT 3´ e 
  5´ TCC TCC CTG CTC CGA TTC CG 3´, respectivamente. 
 A este produto de PCR foi adicionado a enzima de restrição NcoI (New 
England BioLabs®Inc.), originando 3 possíveis genótipos (135):  
  AA – 107 pb 
  GA – 107 pb + 87 pb + 20 pb 
           GG – 87 pb + 20 pb               
• IL-6 -174 G/C (rs1800795) 
 
  O polimorfismo selecionado está localizado na região promotora do gene 
IL-6, a amplificação de um segmento de 243 pb dessa região, em que está 
contido o polimorfismo, foi realizada a seguinte ciclagem: a desnaturação 
inicial realizada a 95ºC por 5 minutos, seguida de 30 ciclos compostos por 
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desnaturação a 95ºC por 1 minuto, anelamento a 55ºC por 1 minuto, e 
polimerização a 72ºC por 1 minuto. A extensão final foi a 72ºC por 5 minutos.  
 Para análise deste polimorfismo os primers sense e antisense utilizados 
foram:  
 5´ TTGTCAAGACATGCCAAAGTGCT 3´ e 
  5´ GGGAAAATCCCACATTTGATAA 3´, respectivamente. 
 A este produto de PCR foi adicionado a enzima de restrição NlaIII (New 
England BioLabs®Inc.), originando 3 possíveis genótipos (136):  
  GG – 230 pb + 13 pb 
  GC – 230 pb + 122 pb + 108 pb + 13 pb 
                CC – 122 pb + 108 pb + 13 pb                    
 
 
• IL-10 -1082 G/A (rs1800896) 
 
 O polimorfismo selecionado está localizado na região promotora do gene 
IL-10, a amplificação de um segmento de 136 pb dessa região, em que está 
contido o polimorfismo, foi realizada com a seguinte ciclagem: a desnaturação 
inicial realizada a 94ºC por 5 minutos, seguida de 35 ciclos compostos por 
desnaturação a 94ºC por 30 segundos, anelamento a 58ºC por 45 segundos, e 
polimerização a 72ºC por 55 segundos. A extensão final foi a 72ºC por 10 
minutos.  
 Para análise deste polimorfismo os primers sense e antisense utilizados 
foram:  
 5´ TCTTACCTATCCCTACTTCC 3´ e 
  5´ CTCGCCGCAACCCAACTGGC 3´, respectivamente. 
 A este produto de PCR foi adicionado a enzima de restrição MnlI (New 
England BioLabs®Inc.), originando 3 possíveis genótipos (137):  
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  AA – 136 pb 
  AG – 136 pb + 104 pb + 32 pb 




























5.1 Características da Amostra 
 
Foram incluídas 72 gestantes eutróficas (IMC <25 até 18,5), sendo 46 
sem intercorrências obstétricas (grupo saudáveis) e 26 com DMG. 
O grupo com sobrepeso (IMC ≥25) foi composto por 115 gestantes 
(IMC ≥25) sendo: 50 sem intercorrências obstétricas (grupo saudáveis) e, 
65 com DG.  
A Tabela 3 apresenta as principais características dos 4 grupos. 
A idade gestacional média das participantes no momento da coleta foi 
de 32,6 semanas (desvio-padrão 2,1), não havendo diferença significativa 
entre os 4 grupos. A idade média das gestantes com DMG foi maior do que 
as gestantes saudáveis tanto no grupo das eutróficas como no grupo 
daquelas com sobrepeso, sendo que esta diferença foi significante nesse 
último grupo (p< 0.0001 teste t de Student).  
As gestantes com sobrepeso diabéticas são as que apresentaram maior 
paridade quando comparadas às com sobrepeso saudáveis (p=0,02 teste de 
χ2) e eutróficas saudáveis (p=0,007 teste de χ2).   













Tabela 3. Principais características das participantes. 
 
Variável Eutróficas (IMC* <25) Sobrepeso (IMC* ≥25) p 
Saudáveis DMG Saudáveis DMG  
 (N=46) (N=26) (N=50) (N=65) 
Idade* 
Mínima-Máxima 17-38 18-44 17-36 20-43 
<0,0001 Média 27,5 31 27,3 33,2 
Desvio-padrão 5,1 7,1 4,6 5,2 
Idade 
Gestacional* 
Mínima-Máxima 29,1-36 28-36 28,1-36 28-36 
0,43 Média 32,7 33,2 32,6 32,4 
Desvio-padrão 1,9 2,3 2,4 2,1 
IMC* 
Mínima-Máxima 18,5-24,6 18,8-24,9 25,1-41,7 25-39,8 
<0,0001 Média 21,5 22,2 29,4 30,5 
Desvio-padrão 1,7 1,7 4,1 4,1 
Raça† 
Branca 20 (43,5%) 7 (26,9%) 11 (22%) 27 (41,5%) 
0,07 
Parda 21 (45,6) 16 (61,5%) 28 (56%) 30 (46,1%) 
Negra 5 (10,9%) 2 (7,7%) 11 (22%) 8 (12,4%) 
Asiático  1 (3,9%)   
Fumo† 
Sim 8 (17,4%) 2 (7,7%) 6 (12%) 6 (9,2%) 
0,53 
Não 38 (82,6%) 24 (92,3%) 44 (88%) 59 (90,8%) 
Paridade† 
0  22 (47,8%) 9 (34,6%) 23 (46%) 14 (21,6%) 
0,05 1  15 (32,6%) 8 (30,8%) 14 (28%) 24 (36,9%) 
2 ou + 9 (19,6%) 9 (34,6%) 13 (26%) 27 (41,5%) 
 
IMC: índice de massa corpórea, DMG: Diabetes Mellitus Gestacional 















5.2. Avaliação das subpopulações celulares 
 
5.2.1. Expressão de células T CD4+, T CD8+, Treg, e NK 
 
a) Células T CD3+CD4+ 
 
Foram avaliadas 14 gestantes eutróficas (8 saudáveis e 6 com DMG) e 
20 gestantes com sobrepeso (10 saudáveis e 10 com DMG). Os resultados 













Figura 1. Células T CD3+CD4+ em gestantes eutróficas saudáveis e com DMG, e em 
gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
Não identificamos diferenças significantes quanto à porcentagem de 
células T CD3+CD4+ entre os grupos eutróficas saudáveis (63,15 ± 5,38%) 





















































DMG (64,38 ± 6,39%) (p= 0,62 teste ANOVA). A análise dos subgrupos 
não demonstrou nenhuma diferença significante. 
 
b) Células T CD3+CD8+ 
 
Foram avaliadas 14 gestantes eutróficas (8 saudáveis e 6 com DMG) e 
20 gestantes com sobrepeso (10 saudáveis e 10 com DMG). Os resultados 















Figura 2. Células T CD3+CD8+ em gestantes eutróficas saudáveis e com DMG, e em 
gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
Não identificamos diferenças significantes quanto à porcentagem de 
células T CD3+CD8+ entre os grupos eutróficas saudáveis (25,04 ±7,80%) 
com DMG (32,75 ± 6,48%), sobrepeso saudáveis (24,30 ± 7,42%) com 























































As gestantes com DMG eutróficas e com sobrepeso, apresentaram 
maior porcentagem de linfócitos T CD3+CD8+, entretanto esta diferença só 
foi significante quando comparamos os grupos de eutróficas com DMG 
com o de sobrepeso saudáveis (32,75 ± 6,48% x 24,30 ± 7,42%, 
respectivamente p= 0,04 - teste t de Student). Não detectamos outras 
diferenças significantes entre os subgrupos. 
 
C) Razão das células T CD3+CD4+/T CD3+CD8+ 
 
Foram avaliadas 14 gestantes eutróficas (8 saudáveis e 6 com DMG) e 
20 gestantes com sobrepeso (10 saudáveis e 10 com DMG). Os resultados 













Figura 3. Razão das células T CD3+CD4+ / T CD3+CD8+ em gestantes eutróficas 




























































Não identificamos diferenças significantes quanto à razão de células 
T CD3+CD4+ / T CD3+CD8+ entre os grupos eutróficas saudáveis (2,84 ± 
1,25)  e com DMG (2,01 ± 0,64), sobrepeso saudáveis (2,99 ± 1,13) e com 
DMG (2,37 ± 0,55) (p= 0,19 teste ANOVA). Não notamos diferenças 
significantes na análise dos subgrupos. 
 
d) Células Treg: T CD3+CD4+CD25+ 
 
Foram avaliadas 14 gestantes eutróficas (8 saudáveis e 6 com DMG) e 
20 gestantes com sobrepeso (10 saudáveis e 10 com DMG). Os resultados 













Figura 4. Células T CD3+CD4+ CD25+ em gestantes eutróficas saudáveis e com DMG, 
e em gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
Não identificamos diferenças significantes quanto à porcentagem de 
























































9,16%) com DMG (9,34 ± 8,17%), sobrepeso saudáveis (12,83 ± 8,84%) 
com DMG (14,55 ± 7,21%) (p= 0,69 teste ANOVA). A análise dos 
subgrupos não demonstrou nenhuma diferença significante. 
  
e) Células Treg: T CD3+CD4+CD25+FoxP3+ 
 
oram avaliadas 14 gestantes eutróficas (8 saudáveis e 6 com DMG) e 
20 gestantes com sobrepeso (10 saudáveis e 10 com DMG). Os resultados 













Figura 5. Células T CD3+CD4+CD25+FoxP3+ em gestantes eutróficas saudáveis e com 
DG, e em gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
Não identificamos diferenças significantes quanto à porcentagem de 
células T CD3+CD4+CD25+FoxP3+ entre os grupos eutróficas saudáveis 



























































± 4,17%) com DMG (11,26 ± 3,54%) (p= 0,61 teste ANOVA). A análise 
dos subgrupos não demonstrou nenhuma diferença significante. 
 
f) Células Treg: T CD4+CD25+CD69+ 
 
Foram avaliadas 14 gestantes eutróficas (8 saudáveis e 6 com DMG) e 
20 gestantes com sobrepeso (10 saudáveis e 10 com DMG). Os resultados 













Figura 6. Células T CD4+CD25+CD69+ em gestantes eutróficas saudáveis e com DMG, 
e em gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
Não identificamos diferenças significantes quanto à porcentagem de 
células T CD4+CD25+CD69+ entre os grupos eutróficas saudáveis (2,95 ± 
0,84%) com DMG (2,60 ± 0,63%), sobrepeso saudáveis (2,37 ± 0,83%) 
com DMG (3,09 ± 1,0%) (p= 0,28 teste ANOVA). A análise dos subgrupos 

























































g) Células Treg: T CD4+CD25+HLA-DR+ 
 
Foram avaliadas 14 gestantes eutróficas (8 saudáveis e 6 com DMG) e 
20 gestantes com sobrepeso (10 saudáveis e 10 com DMG). Os resultados 













Figura 7. Células T CD4+CD25+HLA-DR+ em gestantes eutróficas saudáveis e com 
DMG, e em gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
Não identificamos diferenças significantes quanto à porcentagem de 
células T CD4+CD25+HLA-DR+ entre os grupos eutróficas saudáveis 
(10,94 ± 2,74 %) com DMG (10,19 ± 3,04%), sobrepeso saudáveis (10,85 
± 2,95%) com DMG (11,77 ± 3,13%) (p= 0,77 teste ANOVA). A análise 






























































h) Células Treg: T CD3+CD4+CD25+FoxP3+CD127- 
 
Foram avaliadas 14 gestantes eutróficas (8 saudáveis e 6 com DMG) e 
20 gestantes com sobrepeso (10 saudáveis e 10 com DMG). Os resultados 














Figura 8. Células T CD3+CD4+CD25+FoxP3+CD127- em gestantes eutróficas saudáveis 
e com DMG, e em gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
Não identificamos diferenças significantes quanto à porcentagem de 
células T CD3+CD4+CD25+FoxP3+CD127- entre os grupos eutróficas 
saudáveis (9,52 ± 3,44%) com DMG (11,89 ± 4,43 %), sobrepeso 
saudáveis (9,71 ± 4,25%) com DMG (10,07 ± 3,53%) (p= 0,68 teste 
































































i) Células Treg: T CD4+CD25+FoxP3+CD127-CD69+ 
 
Foram avaliadas 14 gestantes eutróficas (8 saudáveis e 6 com DMG) e 
20 gestantes com sobrepeso (10 saudáveis e 10 com DMG). Os resultados 
















Figura 9. Células T CD4+CD25+FoxP3+CD127-CD69+ em gestantes eutróficas 
saudáveis e com DMG, e em gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
Não identificamos diferenças significantes quanto à porcentagem de 
células T CD4+CD25+FoxP3+CD127-CD69+ entre os grupos eutróficas 
saudáveis (3,11 ± 1,32%) com DMG (3,35 ± 0,89%), sobrepeso saudáveis 
(3,31 ± 1,93%) com DMG (4,81 ± 1,89%) (p= 0,12 teste ANOVA). A 


































































j) Células Treg: T CD4+CD25+FoxP3+CD127-HLA-DR+ 
 
Foram avaliadas 14 gestantes eutróficas (8 saudáveis e 6 com DMG) e 
20 gestantes com sobrepeso (10 saudáveis e 10 com DMG). Os resultados 
















Figura 10. Células T CD4+CD25+FoxP3+CD127-HLA-DR+ em gestantes eutróficas 
saudáveis e com DMG, e em gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
Não identificamos diferenças significantes quanto à porcentagem de 
células T CD4+CD25+FoxP3+CD127-HLA-DR+ entre os grupos eutróficas 
saudáveis (25,25 ± 6,85%) com DMG (21,03 ± 4,55%), sobrepeso 
saudáveis (18,60 ± 7,07%) com DMG (23,45 ± 7,09%) (p= 0,19 teste 




































































k) Células NK: CD56+ 
 
Foram avaliadas 14 gestantes eutróficas (8 saudáveis e 6 com DMG) e 
22 gestantes com sobrepeso (7 saudáveis e 15 com DMG). Os resultados 













Figura 11. Células NK CD56+ em gestantes eutróficas saudáveis e com DMG, e em 
gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
Não identificamos diferenças significantes quanto à porcentagem de 
células NK CD56+ entre os grupos eutróficas saudáveis (6,25 ± 2,54%) com 
DMG (4,44 ± 1,90%), sobrepeso saudáveis (4,66 ± 2,90%) com DMG 
(5,51 ± 2,20%) (p= 0,45 teste ANOVA). A análise dos subgrupos não 























































l) Células NK: CD56+CD69+ 
 
Foram avaliadas 14 gestantes eutróficas (8 saudáveis e 6 com DMG) e 
22 gestantes com sobrepeso (7 saudáveis e 15 com DMG). Os resultados 
















Figura 12. Células NK CD56+CD69+ em gestantes eutróficas saudáveis e com DMG, e 
em gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
Identificamos diferenças significantes quanto à porcentagem de 
células NK CD56+CD69+ entre os grupos eutróficas saudáveis (3,12 ± 
1,30%) com DMG (5,49 ± 0,81%), sobrepeso saudáveis (3,78 ± 1,05%) 
com DMG (4,48 ± 1,14%) (p= 0,003 teste ANOVA).  
As gestantes com DMG apresentaram maior porcentagem de células 
NK do que as saudáveis, estas diferenças foram significantes quando 
























































pacientes eutróficas saudáveis (3,12 ±1,30%) e com sobrepeso saudáveis 
(3,78 ± 1,05%), respectivamente (p= 0,002 - teste t de Student) e (p= 0,008 
- teste t de Student). Também detectamos diferença significante entre os 
grupos sobrepeso com DMG (4,48 ± 1,14%) e eutróficas saudáveis (3,12 ± 
1,30%) (p= 0,02 - teste t de Student). As outras comparações não 
alcançaram significância estatística. 
 
 
5.3. Avaliações fenotípicas 
 
 Avaliamos a influência do sobrepeso na determinação da doença 
confrontando os resultados obtidos em pacientes eutróficas versus as gestantes 
com sobrepeso dos grupos saudáveis e com DMG. 
Analisamos também os resultados obtidos confrontando entre si o grupo 




5.3.1. Níveis de TNF-A, IL-6 e IL-10 em sobrenadante de cultura de 
linfócitos. 
 
Foram determinados os níveis das citocinas em sobrenadante de cultura de 
linfócitos de sangue periférico após 24 horas (IL-6 e TNF-A) e 48 horas (IL-
10) de incubação. Foram avaliados os níveis basais (sem estímulo) e com 





Níveis de TNF-A 
 
a) Sem estímulo 
 
Foram avaliadas 40 gestantes eutróficas (24 saudáveis e 16 com 
DMG) e 82 gestantes com sobrepeso (35 saudáveis e 47 com DMG). Os 













Figura 13. Níveis de TNF-A em sobrenadante de cultura de linfócitos sem estímulo em 
gestantes eutróficas saudáveis e com DMG e gestantes com sobrepeso saudáveis e com 
DMG. 
 
Não identificamos diferenças significantes nos níveis de TNF-A 
entre os grupos eutróficas saudáveis (254,7 ± 257,1 pg/ml) x eutróficas 
com DMG (160,7 ± 229,9 pg/mL) e também entre as gestantes com 
sobrepeso saudáveis (229,8 ± 526,5 pg/mL) x gestantes sobrepeso com 
DMG (285,2 ± 555,9 pg/mL) (p= 0,28 teste de Kruskal-Wallis). A análise 




















































b) Com estímulo (LPS) 
 
Foram avaliadas 25 gestantes eutróficas (14 saudáveis e 11 com 
DMG) e 44 gestantes com sobrepeso (17 saudáveis e 27 com DMG). Os 















Figura 14. Níveis de TNF-A em sobrenadante de cultura de linfócitos com estímulo 
(LPS) em gestantes eutróficas saudáveis e com DMG e, em gestantes com sobrepeso 
saudáveis e com DMG. 
 
Não identificamos diferenças significantes nos níveis de TNF-A 
entre os grupos eutróficas saudáveis (10.089 ± 3.210 pg/mL) x com DMG 
(9.243 ± 3.958 pg/mL) x sobrepeso saudáveis (9.853 ± 3.881 pg/mL) x com 
DMG (7.812 ± 4.360 pg/mL) (p= 0,24 teste ANOVA). A análise dos 























































Níveis de IL-6 
 
a) Sem estímulo 
 
Foram avaliadas 44 gestantes eutróficas (26 saudáveis e 18 com 
DMG) e 63 gestantes com sobrepeso (27 saudáveis e 36 com DMG). Os 















Figura 15. Níveis de IL-6 em sobrenadante de cultura de linfócitos sem estímulo em 
gestantes eutróficas saudáveis e com DMG e, em gestantes com sobrepeso saudáveis e 
com DMG. 
 
Não identificamos diferenças significantes quanto aos níveis de IL-6 
entre os grupos eutróficas saudáveis (27.981 ± 28.869 pg/mL) com DMG 
(28.998 ± 44.854 pg/mL), sobrepeso saudáveis (31.181 ± 40.740 pg/mL) e 
com DMG (29.895 ± 39.242 pg/mL) (p= 0,99 teste ANOVA). A análise 



















































b) Com estímulo (LPS) 
 
Foram avaliadas 26 gestantes eutróficas (16 saudáveis e 10 com 
DMG) e 45 gestantes com sobrepeso (16 saudáveis e 29 com DMG). Os 














Figura 16. Níveis de IL-6 em sobrenadante de cultura com estímulo (LPS) em gestantes 
eutróficas saudáveis e com DMG e, em gestantes com sobrepeso saudáveis e com 
DMG. 
 
Não identificamos diferenças significantes quanto aos níveis de IL-6 
entre os grupos eutróficas saudáveis (262.869 ± 47.090 pg/mL) com DMG 
(263.621 ± 12.618 pg/mL), sobrepeso saudáveis (260.822 ± 46.804 pg/mL) 
com DMG (223.211 ± 80.035 pg/mL) (p= 0,22 teste de Kruskal-Wallis), 
quando comparados entre si. A análise dos subgrupos não demonstrou 




















































Níveis de IL-10 
 
a) Sem estímulo 
 
Foram avaliadas 39 gestantes eutróficas (22 saudáveis e 13 com 
DMG) e 79 gestantes com sobrepeso (36 saudáveis e 43 com DMG). Os 















Figura 17. Níveis de IL-10 em sobrenadante de cultura de linfócitos sem estímulo em 
gestantes eutróficas saudáveis e com DMG e, em gestantes com sobrepeso saudáveis e 
com DMG. 
 
Identificamos diferenças significantes quanto aos níveis de IL-10 
entre os grupos eutróficas saudáveis (1.508 ± 1.582 pg/mL) com DMG 
(544,1 ± 704,8 pg/mL), sobrepeso saudáveis (1.707 ± 2.097 pg/mL) com 






















































Quando comparamos as gestantes com sobrepeso entre si 
observamos que as diabéticas apresentaram níveis de IL-10 
significantemente mais baixos do que as saudáveis. (869,1 ± 1.282 pg/mL x 
1.707 ± 2.097 pg/mL, respectivamente, p= 0,03 - teste t de Student). A 
comparação entre pacientes eutróficas mostrou resultado semelhante, isto é, 
as diabéticas apresentaram menor produção de IL-10 do que as saudáveis, 
mas esta diferença não foi estatisticamente significante (544,1 ± 704,8 
pg/mL x 1.508 ± 1.582 pg/mL, respectivamente p= 0,05 - teste t de 
Student). Não detectamos outras diferenças significantes entre os 
subgrupos. 
 
b) Com estímulo (LPS) 
 
Foram avaliadas 28 gestantes eutróficas (18 saudáveis e 10 com 
DMG) e 50 gestantes com sobrepeso (21 saudáveis e 29 com DMG). Os 



























Figura 18. Níveis de IL-10 em sobrenadante de cultura com estímulo (LPS) em 
gestantes eutróficas saudáveis e com DMG e, em gestantes com sobrepeso saudáveis e 
com DMG. 
 
Não identificamos diferenças significantes quanto aos níveis de IL-
10 entre os grupos eutróficas saudáveis (12.642 ± 6.851 pg/mL) com DMG 
(11.166 ± 3.957 pg/mL), sobrepeso saudáveis (15.710 ± 8.014 pg/mL) com 
DMG (10.678 ± 7.175 pg/mL) (p= 0,09 teste ANOVA). 
 Após realizar a análise dos subgrupos notamos níveis de IL-10 
significantemente mais elevados em gestantes com sobrepeso saudáveis 
quando comparadas às pacientes com sobrepeso com DMG (12.642 ± 
6.851 pg/mL x 10.678 ± 7.175 pg/mL, respectivamente p= 0,02 - teste t de 























































5.3.2. Níveis séricos de TNF-A, IL-6 e IL-10. 
  
a) Níveis séricos de TNF-A 
 
Foram avaliadas 29 gestantes eutróficas (19 saudáveis e 10 com 
DMG) e 36 gestantes com sobrepeso (12 saudáveis e 24 com DMG). Os 















Figura 19. Níveis séricos de TNF-A em gestantes eutróficas saudáveis e com DMG e 
gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
Quando comparamos os quatro grupos não identificamos diferenças 
significantes quanto aos níveis séricos de TNF-A. A media observada no 
grupo de eutróficas foi de 2,28 ± 0,85 pg/mL nas saudáveis e de 2,07 ± 
0,77 pg/mL nas pacientes com DMG. Nos subgrupos de sobrepeso os 





















































0,92 pg/mL nas pacientes com DMG (p= 0,34 teste ANOVA). A análise 
dos subgrupos não demonstrou nenhuma diferença significante. 
 
b) Níveis séricos de IL-6 
 
Foram avaliadas 38 gestantes eutróficas (25 saudáveis e 13 com 
DMG) e 39 gestantes com sobrepeso (13 saudáveis e 26 com DMG). Os 















Figura 20. Níveis séricos de IL-6 em gestantes eutróficas saudáveis e com DMG e, em 
gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
Quando comparamos os quatro grupos não identificamos diferenças 
significantes quanto aos níveis séricos de IL-6. A média observada no 
grupo de eutróficas foi de 1,01 ± 0,49 pg/mL nas saudáveis e de 1,29 ± 
1,47 pg/mL nas gestantes com DMG. Nos subgrupos de sobrepeso os 




















































0,94 ± 0,49 pg/mL nas gestantes com DMG, (p= 0,54 teste de Kruskal-
Wallis). Não detectamos diferenças significantes entre os subgrupos. 
 
c) Níveis séricos de IL-10 
 
Foram avaliadas 13 gestantes com sobrepeso (8 saudáveis e 5 com 
DMG). Os resultados observados estão apresentados na figura a seguir 
(Figura 21). 
Avaliamos 38 amostras de soro de gestantes eutróficas (21 saudáveis e 
17 com DMG). Entretanto, não foi possível detectar IL-10 sérica em 













Figura 21. Níveis séricos de IL-10 em gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
Não observamos diferença significante nos níveis séricos de IL-10 
entre os grupos com sobrepeso saudáveis e com DMG (1,27 ± 0,57 pg/mL 
































 5.4. Avaliações genéticas 
 
5.4.1. Polimorfismos dos genes codificadores de TNF-A -308 G/A 
(rs1800629), IL-6 -174 G/C (rs1800795) e de IL-10 -1082 G/A 
(rs1800896) 
 
 Todas as amostras de DNA genômico obtidas foram testadas para 
este grupo de polimorfismos genéticos.  
 Para todas as variantes analisadas, as distribuições das frequências 
genotípicas estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW).  
 Avaliamos a influência do sobrepeso na determinação da doença 
confrontando os resultados obtidos em pacientes eutróficas versus as 
gestantes com sobrepeso dos grupos com e sem patologia. 
 Analisamos também os resultados obtidos confrontando entre si o 
grupo eutrófico (saudável e com DMG) e o grupo sobrepeso (saudável e 
com DMG).  
 
 a) Polimorfismo de TNF-A -308 G/A (rs1800629) 
 
 Foram avaliadas 63 gestantes eutróficas (42 saudáveis e 21 com 
DMG) e 108 gestantes com sobrepeso (45 saudáveis e 63 com DMG). Os 
resultados das frequências genotípicas e alélicas estão apresentados a seguir 







Tabela 4. Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo -
308 do gene TNF-A em gestantes saudáveis eutróficas e com sobrepeso. 
 
Saudáveis 
 Eutróficas (IMC<25) Sobrepeso (IMC ≥25) p 
FG 
GG 35 (83,3%) 35 (77,8%) 
0,38 
GA 07 (16,7%) 08 (17,8%) 
AA 00 (0%) 02 (4,4%) 
Total 42 (100%) 45 (100%) 
EWH 0,55 0,12 
FA 
G 77 (91,7%) 78 (86,7%) 
0,34 
A 07 (8,3%) 12 (13,3%) 
 
 Não foram identificadas diferenças significantes quanto às 
frequências genotípicas (p=0,38 - teste de χ2) e alélicas [p= 0,34, Odds 
Ratio = 1,69, IC = (0,63 – 4,53) - teste exato de Fischer] quando 
comparadas entre si as pacientes saudáveis eutróficas e com sobrepeso. 
 
Tabela 5. Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo -
308 do gene TNF-A em pacientes com DMG eutróficas e com sobrepeso. 
 
Diabetes Mellitus Gestacional 
 Eutróficas (IMC<25) Sobrepeso (IMC ≥25) P 
FG 
GG 16 (76,2%) 49 (77,8) 
0,71 
GA 04 (19,0%) 13 (20,6%) 
AA 01 (4,8%) 01 (1,6%) 
Total 21 (100%) 63 (100%) 
EWH 0,31 0,90 
FA 
G 36 (85,7%) 111 (88,1%) 
0,79 
A 06 (14,3%) 15 (11,9%) 
Resultados 63 
 
 Não foram identificadas diferenças significantes quanto às 
frequências genotípicas (p=0,71 - teste de χ2) e alélicas [p= 0,79, Odds 
Ratio = 0,81 IC = (0,29 – 2,2) - teste exato de Fischer] quando comparadas 
entre si as pacientes com DMG eutróficas e com sobrepeso. 
 
Tabela 6. Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo -
308 do gene TNF-A em gestantes eutróficas saudáveis e com DMG.  
 
IMC < 25 
 Saudáveis DMG p 
FG 
GG 35 (83,3%) 16 (76,2%) 
0,34 
GA 07 (16,7%) 04 (19,0%) 
AA 00 (0%) 01 (4,8%) 
Total 42 (100%) 21 (100%) 
EWH 0,55 0,31 
FA 
G 77 (91,7%) 36 (85,7%) 
0,36 
A 07 (8,3%) 06 (14,3%) 
 
 Não foram identificadas diferenças significantes quanto às 
frequências genotípicas [p= 0,34, - teste de χ2) e alélicas [p= 0,36, Odds 
Ratio = 1,83, IC = (0,57 – 5,85) - teste exato de Fischer] quando 









Tabela 7. Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo -
308 do gene TNF-A em gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
IMC ≥ 25 
 Saudáveis DMG p 
FG 
GG 35 (77,8%) 49 (77,8) 
0,64 
GA 08 (17,8%) 13 (20,6%) 
AA 02 (4,4%) 01 (1,6%) 
Total 45 (100%) 63 (100%) 
EWH 0,12 0,90 
FA 
G 78 (86,7%) 111 (88,1%) 
0,84 
A 12 (13,3%) 15 (11,9%) 
  
 Não foram identificadas diferenças significantes quanto às 
frequências genotípicas (p=0,64 - teste de χ2) e alélicas [p= 0,84, Odds 
Ratio = 0,88, IC = (0,39 – 1,98) - teste exato de Fischer] quando 
comparadas entre si as pacientes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
b) Polimorfismo de IL-6 -174 G/C (rs1800795) 
 
 Foram avaliadas 62 gestantes eutróficas (41 saudáveis e 21 com 
DMG) e 105 gestantes com sobrepeso (44 saudáveis e 61 com DMG). Os 
resultados das frequências genotípicas e alélicas estão apresentados a seguir 







Tabela 8. Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo -
174 do gene IL-6 em gestantes saudáveis eutróficas e com sobrepeso. 
 
Saudáveis 
 Eutróficas (IMC<25) Sobrepeso (IMC ≥25) p 
FG 
GG 23 (56,1%) 22 (50%) 
0,70 
GC 16 (39%) 18 (40,9%) 
CC 02 (4,9%) 04 (9,1%) 
Total 41 (100%) 44 (100%) 
EWH 0,71 0,91 
FA 
G 62 (75,6%) 62 (70,4%) 
0,49 
C 20 (24,4%) 26 (29,6%) 
 
 Não foram identificadas diferenças significantes quanto às 
frequências genotípicas (p=0,70 - teste de χ2) e alélicas [p= 0,49, Odds 
Ratio = 1,30, IC = (0,66 – 2,57) - teste exato de Fischer] quando 
comparadas entre si as gestantes saudáveis eutróficas e com sobrepeso.  
 
Tabela 9. Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo -
174 do gene IL-6 em pacientes com DMG eutróficas e com sobrepeso. 
 
Diabetes Gestacional 
 Eutróficas (IMC<25) Sobrepeso (IMC ≥25) p 
FG 
GG 11 (52,4%) 41 (67,2%) 
0,16 
GC 07 (33,3%) 18 (29,5%) 
CC 03 (14,3%) 02 (3,3%) 
Total 21 (100%) 61 (100%) 
EWH 0,31 0,99 
FA 
G 29 (69,0%) 100 (82,0%) 
0,08 
C 13 (31,0%) 22 (18,0%) 
Resultados 66 
 
 Não foram identificadas diferenças significantes quanto às 
frequências genotípicas (p=0,16 - teste de χ2) e alélicas [p= 0,08, Odds 
Ratio = 0,49, IC = (0,22 – 1,09) - teste exato de Fischer] quando 
comparadas entre si as pacientes com DMG eutróficas e com sobrepeso. 
 
Tabela 10: Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo -
174 do gene IL-6 em gestantes eutróficas saudáveis e com DMG. 
 
IMC < 25 
 Saudáveis DMG p 
FG 
GG 23 (56,1%) 11 (52,4%) 
0,43 
GC 16 (39%) 07 (33,3%) 
CC 02 (4,9%) 03 (14,3%) 
Total 41 (100%) 21 (100%) 
EWH 0,71 0,31 
FA 
G 62 (75,6%) 29 (69,0%) 
0,52 
C 20 (24,4%) 13 (31,0%) 
  
 Não foram identificadas diferenças significantes quanto às 
frequências genotípicas (p=0,43 - teste de χ2) e alélicas [p= 0,52, Odds 
Ratio = 1,39, IC = (0,61 – 3,17) - teste exato de Fischer] quando 









Tabela 11. Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo -
174 do gene IL-6 em gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
Sobrepeso (IMC ≥25) 
 Saudáveis DMG p 
FG 
GG 22 (50%) 41 (67,2%) 
0,16 
GC 18 (40,9%) 18 (29,5%) 
CC 04 (9,1%) 02 (3,3%) 
Total 44 (100%) 61 (100%) 
EWH 0,91 0,99 
FA 
G 62 (70,4%) 100 (82,0%) 
0,07 
C 26 (29,6%) 22 (18,0%) 
 
 Não foram identificadas diferenças significantes quanto às 
frequências genotípicas (p=0,16 - teste de χ2) e alélicas [p= 0,07, Odds 
Ratio = 0,52, IC = (0,27 – 1,00) - teste exato de Fischer] quando 
comparadas entre si as gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
c) Polimorfismo de IL-10 -1082 G/A (rs1800896) 
 
 Foram avaliadas 62 gestantes eutróficas (42 saudáveis e 20 com 
DMG) e 106 gestantes com sobrepeso (45 saudáveis e 61 com DMG). Os 
resultados das frequências genotípicas e alélicas estão apresentados a seguir 







Tabela 12. Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo -
1082 do gene IL-10 em gestantes saudáveis eutróficas e com sobrepeso. 
 
Saudáveis 
 Eutróficas (IMC<25) Sobrepeso (IMC ≥25) p 
FG 
AA 21 (50,0%) 20 (44,4%) 
0,52 
AG 14 (33,3%) 20 (44,4%) 
GG 07 (16,7%) 05 (11,2%) 
Total 42 (100%) 45 (100%) 
EWH 0,10 1,0 
FA 
A 56 (66,7%) 60 (66,7%) 
1,0 
G 28 (33,3%) 30 (33,3%) 
 
 Não foram identificadas diferenças significantes quanto às 
frequências genotípicas (p=0,52 - teste de χ2) e alélicas [p= 0,87, Odds 
Ratio = 1,00, IC = (0,53 – 1,88) - teste exato de Fischer] quando 
comparadas entre si as gestantes saudáveis eutróficas e com sobrepeso. 
 
Tabela 13. Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo -
1082 do gene IL-10 em pacientes com DMG eutróficas e com sobrepeso. 
 
Diabetes Mellitus Gestacional 
 Eutróficas (IMC<25) Sobrepeso (IMC ≥25) p 
FG 
AA 08 (40,0%) 29 (47,5%) 
0,78 
AG 10 (50,0%) 25 (41,0%) 
GG 02 (10,0%) 07 (11,5%) 
Total 20 (100%) 61 (100%) 
EWH 0,66 0,65 
FA 
A 26 (65,0%) 83 (68,0%) 
0,85 
G 14 (35,0%) 39 (32,0%) 
Resultados 69 
 
 Não foram identificadas diferenças significantes quanto às 
frequências genotípicas (p=0,78 - teste de χ2) e alélicas [p= 0,85, Odds 
Ratio = 0,87, IC = (0,41 – 1,85) - teste exato de Fischer] quando 
comparadas entre si as pacientes com DMG eutróficas e com sobrepeso. 
 
Tabela 14. Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo -
1082 do gene IL-10 em gestantes eutróficas saudáveis e com DMG. 
 
Eutróficas (IMC<25) 
 Saudáveis DMG p 
FG 
AA 21 (50,0%) 08 (40,0%) 
0,43 
AG 14 (33,3%) 10 (50,0%) 
GG 07 (16,7%) 02 (10,0%) 
Total 42 (100%) 20 (100%) 
EWH 0,10 0,66 
FA 
A 56 (66,7%) 26 (65,0%) 0,84 G 28 (33,3%) 14 (35,0%) 
 
 Não foram identificadas diferenças significantes quanto às 
frequências genotípicas (p=0,43 - teste de χ2) e alélicas [p= 0,84, Odds 
Ratio = 1,08, IC = (0,49 – 2,38) - teste exato de Fischer] quando 









Tabela 15. Frequências genotípicas (FG) e alélicas (FA) do polimorfismo -
1082 do gene IL-10 em gestantes com sobrepeso saudáveis e com DMG. 
 
Sobrepeso (IMC ≥25) 
 Saudáveis DMG p 
FG 
AA 20 (44,4%) 29 (47,5%) 
0,94 
AG 20 (44,4%) 25 (41,0%) 
GG 05 (11,2%) 07 (11,5%) 
Total 45 (100%) 61 (100%) 
EWH 1,0 0,65 
FA 
A 60 (66,7%) 83 (68,0%) 
0,88 
G 30 (33,3%) 39 (32,0%) 
  
 Não foram identificadas diferenças significantes quanto às 
frequências genotípicas (p=0,94 - teste de χ2) e alélicas [p= 0,88, Odds 
Ratio = 0,94, IC = (0,52 – 1,68) - teste exato de Fischer] quando 
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Gestação, obesidade e diabetes gestacional são três condições em 
que, individualmente, há participação de fatores inflamatórios. Os efeitos 
adversos da obesidade sobre a gestação, tal como o desenvolvimento do 
DMG tem sido relacionados a alterações da resposta imunológica materna. 
Com o intuito de contribuir para esclarecer os aspectos fisiopatológicos 
envolvidos nestas interações, neste estudo procuramos caracterizar o perfil 
imune da gestante obesa saudável e com DMG, com especial enfoque no 
estudo das subpopulações de células imunes da circulação periférica. Para 
avaliar tanto o efeito da obesidade como da doença (DMG) sobre os 
parâmetros imunológicos, agrupamos as pacientes de acordo com as 
condições clinicas (saudáveis e DMG) e também pela categoria de IMC 
(eutróficas e sobrepeso), e comparamos os subgrupos entre si.  
 Todas as alterações que observamos estavam relacionadas ao DMG. 
As pacientes diabéticas apresentaram aumento do número de células NK 
ativadas e de células CD8+, independente do IMC. A produção de IL-10 foi 
menor no grupo de diabéticas, entretanto esta alteração só foi 
estatisticamente significante nas gestantes com sobrepeso. Não 
encontramos diferenças nas subpopulações celulares relacionadas à 
obesidade, nem mesmo alterações do número ou porcentagem de células 
NK, linfócitos TCD4+ e Treg associadas ao DMG. Também não 
observamos outras alterações relacionadas à produção das citocinas IL-6 e 
TNF-A, nem associação entre os polimorfismos analisados e obesidade ou 
ao diabetes gestacional. 
 Nossa pesquisa inclui a análise de subpopulações celulares e 
citocinas em amostras de sangue coletadas durante o 3º trimestre da 
gestação em pacientes obesas saudáveis e com DMG já instalado, porque 
nossa proposta era caracterizar o perfil imune de gestantes com 
sobrepeso/obesas e procurar identificar alterações que possam estar 
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relacionadas ao desenvolvimento da doença. Poucos são os estudos 
voltados à avaliação de parâmetros imunes em gestantes com 
sobrepeso/obesas (58, 110). A grande maioria examina o efeito do IMC sobre 
a produção de mediadores, mas não inclui um grupo especifico como o 
nosso (45, 94). Em relação a DG também, a maior parte dos estudos considera 
a variável IMC, mas não seleciona grupos baseado nesta variável (44, 95, 100, 
117, 138)
.    
 Nossos resultados mostraram maior porcentagem de células NK 
periféricas ativadas relacionada ao DMG, mas não à obesidade. 
Semelhantemente, Lynch et al. (2009) (74) não encontraram alteração do 
número total de células NK em indivíduos “saudáveis” com  obesidade 
mórbida, e detectaram aumento de células NK ativadas apenas naqueles 
que apresentavam problemas metabólicos. Em concordância, Guo et al. 
(2012) (75) avaliaram indivíduos recém – diagnosticados com diabetes tipo 2  
e também não encontram alteração no número de células NK, apenas maior 
porcentagem de células NK ativadas.  Por sua vez, os estudos que mostram 
diminuição no número total de NK periféricas incluíram adultos obesos 
com alterações metabólicas (66, 139). A gestação por si só parece trazer 
importantes alterações no perfil de células NK, caracterizado por 
diminuição do número total de células NK desde o primeiro trimestre e 
aumento progressivo do numero de células NK ativadas (CD69+).  Lapolla 
et al. (1996) (76) observaram maior porcentagem de células NK em 
gestantes com DMG do que em saudáveis, mas utilizaram outro 
monoclonal para identificação celular e não avaliaram o estado de ativação 
das células. Não encontramos nenhum outro estudo que tenha avaliado esta 
população celular em pacientes com DMG, ou até mesmo em gestantes 
obesas sem complicações obstétricas ou sistêmicas.  
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 Com base na concentração do antígeno CD56, as células NK podem 
ser divididas em duas subpopulações que apresentam importantes 
diferenças funcionais, isto é, células que se caracterizam por sua elevada 
citotoxicidade e, as que atuam por meio das citocinas que produzem. No 
sangue periférico predomina a subpopulação de NK com alta 
citotoxicidade, mas baixa produção de citocinas interferon-gama (IFN-γ) e 
TNF-A. Possivelmente o aumento do numero de células NK ativadas nas 
diabéticas, determine uma maior atividade citotóxica. 
 Outra população que se caracteriza por apresentar perfil citotóxico é 
a de linfócitos TCD8+. Embora não tenha sido observada diferença 
significante entre grupos, as pacientes com DG apresentaram maior número 
de células CD8+ do que as saudáveis, independente do IMC. Não 
encontramos alteração na porcentagem de células CD4+, nem de células 
Treg mesmo utilizando marcadores de ativação. Nossos achados foram 
similares aos de Lapolla et al. (1996) (76), que observaram número 
aumentado de células TCD8+ e inalterado de CD4+ em sangue periférico de 
pacientes com DMG durante o terceiro trimestre da gestação. Por sua vez, 
Mahmoud et al. (2005; 2012) (72, 73) avaliaram pacientes com a mesma 
idade gestacional e acharam diferenças nas subpopulações de linfócitos 
entre gestantes com DMG agrupadas de acordo com o tipo de tratamento, 
isto é, o grupo tratado com insulina apresentou maior número de células 
CD4 ativadas, enquanto que as DG controladas apenas com dieta tinham 
maior porcentagem de células T CD8 ativadas. Além disso, detectaram 
maior porcentagem de células Treg no grupo com DMG do que em 
controles saudáveis. Entretanto, este estudo não apresenta dados de IMC 
pré-gestacional destas mulheres e, também não foi avaliada a influência 
desta variável na quantificação das subpopulações linfocitárias. 
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 Diversos estudos sugerem que a obesidade está associada a 
alterações no perfil leucocitário, incluindo o aumento significativo de 
células TCD4+ (63, 66). Um número reduzido de publicações apresenta dados 
relativos à quantificação de células Treg em obesos. Van der Weerd et al. 
(2012) (67) detectaram aumento no número de linfócitos TCD4+ com 
predomínio das subpopulações Treg (T CD4+CD25+FoxP3+) em sangue 
periférico de indivíduos com obesidade mórbida mas metabolicamente 
saudáveis. Estas avaliações foram realizadas em grupo de adultos, 
compreendendo homens e mulheres. Durante a gestação há aumento do 
número de células Treg (23), entretanto, pouco se sabe sobre a distribuição 
das subpopulações linfocitárias em gestantes obesas. Em nossa pesquisa 
não incluímos grupo de não grávidas, comparamos apenas gestantes 
eutróficas e com sobrepeso da mesma idade gestacional e, não achamos 
diferenças significantes quanto às porcentagens de linfócitos TCD4+, CD8+ 
e Treg. Em estudo recente, Sen et al. (2013) (68) avaliaram subpopulações 
de linfócitos T, mas não Treg, em sangue periférico de pacientes com IMC 
pré-gestacional >30  e  eutróficas durante o segundo trimestre da gestação. 
Tal como em nosso estudo, não encontraram diferenças entre os grupos 
quanto ao numero de células TCD4+, mas em contraposição, identificaram 
menor porcentagem de células CD8+ nas gestantes obesas.  
 Diferente dos outros grupos, nós avaliamos duas condições 
diferentes, a obesidade e o diabetes gestacional, de forma isolada e 
combinada. Não encontramos alterações relacionadas ao IMC, talvez 
porque nossa população saudável não era obesa e, sim com sobrepeso, e 
mesmo no grupo com DMG a média de IMC foi próxima de 30. No grupo 
de obesas avaliado por Sen et al. (2013) (68), o IMC médio foi muito maior 
(38,6) e  além disso, nem todas gestantes eram saudáveis, sendo incluídas 
pacientes com infecção e com alterações metabólicas. De toda forma, tal 
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como em nosso estudo, outros investigadores também não encontraram 
desequilíbrio nas subpopulações linfocitárias em obesos saudáveis (74). 
 Nossos resultados relativos ao perfil das gestantes diabéticas são 
similares aos observados por Lapolla et al. (1996) (76),  Guo et al. (2012) (75) 
e Mahmoud et al. (2005, 2012) (72, 73) também encontrou aumento de CD8 
em gestantes com DG mas apenas nos casos tratados com dieta, e nós não 
consideramos esta variável em nossa avaliação. Até mesmo estudos que 
incluem pacientes com alterações metabólicas, não obrigatoriamente 
diabéticas, mostram resultados semelhantes ao que tivemos em relação as 
subpopulações TCD4+ , TCD8+ e NK (74, 139).  
 A avaliação de citocinas também trouxe resultados importantes. 
Notamos que as gestantes diabéticas, em especial as com sobrepeso, 
apresentam alteração no nível de IL-10, com níveis significantemente 
menores desta citocina in vitro. Esta alteração não foi relacionada aos 
polimorfismos genéticos de IL-10 analisados. O potencial da IL-10 como 
elemento modulador da resposta imune é amplamente reconhecido e, por 
isso sua deficiência pode estar associada ao desencadeamento de processos 
inflamatórios. 
  Nossos achados corroboram esta hipótese, mas na literatura os 
resultados são controversos. Um grande diferencial deste estudo é que 
avaliamos tanto a produção in vivo (soro) quanto in vitro (sobrenadante de 
cultura de linfócitos). A maioria dos investigadores analisa apenas a 
concentração sérica, que é mais difícil de avaliar. De fato, nós observamos 
que tanto os níveis basais como os pós-estimulação estavam diminuídos 
nas gestantes diabéticas, mas esta alteração foi mais discreta no soro. Por 
outro lado, não identificamos diferenças significativas nos quatro os grupos 
quanto aos níveis de IL-6 e TNF-A. 
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 Em investigação recente foi observada diminuição da produção de 
IL-10 em diabéticos com glicemia mal controlada (140). A relação entre 
citocinas e DMG ainda não está esclarecida existindo resultados 
controversos (116). Mesmo em obesos esta questão ainda é controversa (35, 67, 
105, 120)
. Interessante, Sen et al. (2013) (68) detectaram alteração na produção 
intracelular de TNF-A e IFN-G tanto por linfócitos CD4+ como CD8+, mas 
não acharam diferenças nos níveis destas citocinas nos sobrenadantes de 
culturas celulares. Além da equiparação da idade gestacional e das 
características clínicas do grupo, o tipo de amostra é fundamental para 
avaliação das citocinas. A análise destes mediadores in vivo e in vitro, 
assim como as condições de coleta e armazenamento são fatores que 
podem levar a diferenças significantes e explicar algumas das controvérsias 
observadas. 
 Não achamos alterações significantes no perfil imune da gestante 
com sobrepeso saudável avaliada no terceiro trimestre de gravidez em 
comparação com a paciente eutrófica. Porém como analisamos apenas 
amostras de sangue periférico, é possível que existam diferenças no tecido 
adiposo e/ou na interface materno-fetal. Outro aspecto que deve ser 
considerado é o grau de obesidade das pacientes avaliadas. Tal como neste 
estudo, muitos investigadores não acharam alterações sistêmicas nem 
mesmo em indivíduos obesos (67, 92). A relação entre a resposta imune e a 
obesidade ainda não está totalmente esclarecida. Segundo Han et al. (2011) 
(141)
 o sobrepeso (IMC 25 a <30) não compromete significativamente o 
sistema imune de adultos. Indivíduos obesos (IMC ≥30) ou com obesidade 
mórbida e, especialmente aqueles que apresentam alterações metabólicas é 
que com maior frequência parecem ter comprometimento do sistema imune 
(141)
.   
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 Não encontramos outro estudo que tenha avaliado tantos parâmetros 
imunológicos em sangue periférico de gestantes com sobrepeso saudáveis e 
com DMG. Nossos resultados indicam que pacientes com DMG 
apresentem um desequilíbrio nos mecanismos imunomoduladores, 
caracterizado pelo aumento do numero de células com potencial efeito 
citotóxico: NK (CD56+CD69+) e CD8+, e concomitante diminuição da 
produção de IL-10, um potente mediador anti-inflamatório. Trabalhos 
experimentais indicam que a infiltração de tecido adiposo por células T 
CD8+ é que determina o recrutamento, a diferenciação e a ativação dos 
macrófagos e, consequentemente levaria à exacerbação da RI (16). As 
células NK ativadas também parecem estar envolvidas neste processo, 
contribuindo para a inflamação do tecido adiposo e para a RI (142). Em 
relação a IL-10, nossos resultados são similares aos do grupo de Esposito et 
al. (2003) (143) que mostrou associação entre baixa produção de IL-10 e 
síndrome metabólica em indivíduos obesos. A baixa produção de IL-10 
parece estar associada a disfunção endotelial, maior risco de aterosclerose e 
de desenvolvimento de diabetes tipo 2 (124, 143, 144). Do ponto de vista 
biológico nossos resultados são coerentes com o desenvolvimento do 
processo inflamatório e de RI envolvidos no DMG. Uma limitação deste 
estudo é seu pequeno tamanho amostral. Para esclarecer melhor a 
fisiopatologia do DMG, pretendemos repetir este estudo com um número 
maior de participantes além de explorar outros marcadores imunológicos.  
 Avançamos no estudo do binômio gestação e obesidade, mas ainda 
existem diversos aspectos a esclarecer. Precisamos caracterizar melhor o 
perfil imunológico destas pacientes, isto é, quantificar e avaliar 
funcionalmente as subpopulações de células imunes. A continuidade desta 
investigação poderá contribuir para a definição de parâmetros de avaliação 
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mais efetivos para acompanhamento da gestante obesa e identificação da 




























Neste estudo foi observada maior porcentagem de células T CD8+ 
em gestantes eutróficas com DMG em relação às com sobrepeso saudáveis.  
Além disso, foi identificado maior número de células natural killers (NK) 
ativadas (CD56+CD69+) em pacientes eutróficas com DMG do que nas 
gestantes saudáveis independente do IMC; assim como em gestantes com 
sobrepeso com DG comparadas às eutróficas saudáveis. 
Em relação às citocinas, foram observados  níveis significantemente 
menores  de IL-10 em sobrenadante de cultura de linfócitos (estimulada ou 
não) em gestantes com sobrepeso com DG comparadas às com sobrepeso 
saudáveis. 
Não foram observadas outras diferenças significantes entre os grupos, 
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Anexo 1: Termo de consentimento livre e esclarecido. 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
1- PROJETO: “Mediadores de inflamação em gestantes com sobrepeso”; 
2- O objetivo deste estudo é tentar avaliar se gestantes eutróficas e com sobrepeso com e sem 
diabetes gestacional têm respostas imunológicas diferentes e se isto se deve a diferenças na 
concentração de substâncias produzidas pelo sistema imune. A resposta imunológica é importante 
para a defesa do corpo humano e depende da produção de várias substâncias chamadas citocinas e 
adipocinas, além de várias células que circulam no sangue. Além disso, o estudo tem objetivo de 
avaliar se essas gestantes diferem em relação a mutações dos genes que receberam de seus pais.  
Genes são pequenos pedaços que formam os cromossomos, que são transmitidos dos pais aos filhos 
e que são responsáveis por características do indivíduo: cor dos olhos, altura, etc. Polimorfismo de 
genes seria a existência de diferentes tipos de genes associados a uma mesma característica, 
resultando em variações desta característica, por exemplo, ter olhos azuis ou castanhos. Estes 
diferentes tipos de formação de genes seriam decididos pelo material que recebemos de nossos pais 
na hora de nossa criação.  
3- Serão coletados 33 mL de sangue por punção periférica da veia do antebraço para realizar as 
provas laboratoriais; e após o parto, será feito contato telefônico para saber o resultado da gestação;  
4- Será avaliado se existem mutações nos genes responsáveis pela produção das substâncias 
envolvidas nas respostas imunológicas (citocinas, receptores e outros mediadores);   
5- Será realizada a avaliação das células e citocinas. 
6- Este procedimento poderá causar um pouco de dor na punção e a formação de equimose ou 
hematoma no local, embora isto não seja freqüente. 
7- Não há benefício direto para o participante. Trata-se de um estudo epidemiológico testando a 
hipótese de que gestantes eutróficas e com sobrepeso com e sem diabetes gestacional têm alterações 
das células e citocinas, e que estas alterações dependam da carga genética que as faz desenvolver 
alterações das respostas imunológicas que podem afetar o desenvolvimento da gravidez.  
8- Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais responsáveis pela pesquisa para 
esclarecimento de eventuais dúvidas. Os principais investigadores são Dra. Silvia Daher, Dra. Maria 
Regina Torloni e Caio Perez Gomes, que podem ser encontrados na Rua Pedro de Toledo 781/4 
andar -telefone 5579-2353. Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, 
entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Botucatu, 572 – 1º andar-cj 14, 
5571-1062, FAX: 5539-7162; e-mail: cepunifep@epm.br 
9- É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar 
do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na Instituição; 
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10- Direito de confidencialidade – As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros 
pacientes, não sendo divulgado a identificação de nenhum paciente; 
11- Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos 
abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores; 
12- Despesas e compensações: não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do 
estudo, incluindo exames e consultas. Também não há compensação financeira relacionada à sua 
participação. Se existir qualquer despesa adicional, ela será absorvida pelo orçamento da pesquisa; 
13- Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos 
neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na 
Instituição, bem como às indenizações legalmente estabelecidas. 
14 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta 
pesquisa. 
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que foram lidas 
para mim, descrevendo o estudo “Mediadores de inflamação em gestantes com sobrepeso”. Eu 
discuti com  Caio Perez Gomes sobre a minha decisão em participar nesse estudo. Ficaram claros 
para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos 
e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também 
que minha participação é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar 
quando necessário. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu 
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou 








Assinatura da testemunha                                                         Data        /      / 
 (Somente para o responsável do projeto) 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido deste 
paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 
 
 
Assinatura do responsável pelo estudo                                       Data        /      /  
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Anexo 2: Ficha de Dados Sócio-Demográficos 
 
FICHA DE DADOS SÓCIO-DEMOGRÁFICOS 
 
Identificação  
Nome:  ___________________________________________ RH-HSP ___________ 
Endereço:_____________________________________________________________ 
Telefone: _______________________   Profissão: ____________________________ 
Natural: _________________________  Procedente: __________________________ 
Idade: ______________________ Escolaridade: __________________________ 
Estado civil: (   ) casada  (   ) união consensual  (   ) solteira (   ) Outras: 
Cor/Raça (auto-declarada): 
paciente:     (   ) branca (   ) negra (   ) parda   (   ) indígena   (   ) asiática 
Pai:                  (   ) branca (   ) negra (   ) parda   (   ) indígena   (   ) asiática 
Mãe:                  (   ) branca (   ) negra (   ) parda   (   ) indígena   (   ) asiática 
Avó Materna:      (   ) branca (   ) negra (   ) parda   (   ) indígena   (   ) asiática 
Avô Materno:      (   ) branca (   ) negra (   ) parda   (   ) indígena   (   ) asiática 
Avó Paterna:     (   ) branca (   ) negra (   ) parda   (   ) indígena   (   ) asiática 
Avô Paterno:     (   ) branca (   ) negra (   ) parda   (   ) indígena   (   ) asiática 
 
 
Coleta de dados: DATA       /         / 
Local    
(   ) HSP ambulatório __________________ 
(   ) HSP enfermatia____________________ 
(   ) outro:____________________________ 
 
IG na data da coleta:         
DUM :     /       /       , IG atual baseada na DUM: _____sem 
data do 1o US: :     /       /       , IG neste 1º  US: ____ sem,  IG atual baseada em 1ª US:_______ 























      
      
      
      





 1ª consulta Pré-Natal – Glicemia jejum _______ IG da 1ª consulta de pré-
natal:______sem 
 após 20ª semana – Glicemia de Jejum _______ (com ___ sem) 
 Curva glicêmica –75g realizada em ___ / ___ / ___  com IG de  _____ semanas  




Tem parentes de 1º grau obesos? (     ) Sim  (     ) Não 
Se Sim, quem:_____________________  
 
 




• Peso da gestante ao nascer: ________ g 
• Nasceu de 9 meses? S ou N, se não, especificar IG aproximada ao 
nascer_________meses 
• Era gorda quando criança ou adolescente? Se positivo, indicar idade aproximada em 
que sobrepeso/ obesidade se instalou:____________ 
• se era gorda e agora está menos gorda, especificar com que idade ela perdeu 
peso:_______ e quantos Kg perdeu ao todo:________ 
• calcular há quanto tempo a ex-gorda se tornou eutrófica:_________meses / anos 
• Clínicos:   
Tabagismo              (   ) Não (   ) Sim – Quantidade 
Etilismo  (   ) Não (   ) Sim – Quantidade 
Endocrinopatias (   ) Não (   ) Sim – Qual? 
Transfusão sanguínea – 
Internações Clínicas – 
Doenças Sistêmicas –   
 
• Cirúrgico:  
 
Exame Físico – Data:      /       /      
 
Peso Pré gestacional ____ Kg  Altura ____ m   IMC pré-gestacional ____ Kg/m2  
Peso atual ____ Kg   Pressão arterial _____ x _____ mmHg 
• Intercorrências Obstétricas até o momento: 
• Uso de medicamentos na gestação 
atual:___________________________________________ 
 









Hb                            Htc   Plaquetas    
Creatinina    Uréia    Ac úrico 





Dados colhidos em          /         /           , via:  telefone (      )     ficha do HSP (      )  
 
Parto   data ___ / ___ / _______ 
Local   (   ) HSP (   ) Outros -  
Tipo  (   ) Normal (   ) Fórcipe   (   ) Cesariana Indicação:  
Idade gestacional ______ semanas  
Sexo RN        M (      )  F (      ) Peso ao nascer _____ g (   ) AIG  (   )GIG   (   )PIG 
• Teve alta vivo? Sim (    )  Não (    )  com quantos dias?______________ 
• Morte fetal? Sim (    )  Não (    )  quando foi feito o diagnóstico ? (IG aproximada ou 
data fornecida pela gestante____________), qual foi a causa 
provável?_________________________________________ 
Morte neonatal? Sim (    )  Não (    ) quando ocorreu?  ____ horas / dias. Qual foi a causa 
provável? 
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Anexo 4: Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Municipal 
Universitário – HMU. 
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Anexo 5: Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 
Maternidade-Escola de Vila Nova Cachoeirinha. 
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Anexo 6: Artigo publicado. 
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Anexo 7: Artigo a ser submetido1 
 




















 Formatado de acordo com as normas do periódico American Journal of Reproductive Immunology 




Problem: The adverse effect of obesity on pregnancy, such as Gestational Diabetes 
Mellitus (GDM) have been related to impaired maternal immune response. To evaluate 
the immunological profile of overweight/obese pregnant women and identify  changes 
in this pattern in those with  GDM.  
 
Method of Study: This analytical cross-sectional study included 72 normal weight 
pregnant women (46 healthy and 26 with GDM) and 115 overweight pregnant women 
(50 healthy, 65 with GDM). The cell subsets were assessed by flow cytometry, serum 
and lymphocyte culture supernatant cytokines levels (TNF-A, IL-6, IL-10) were 
determined by ELISA and genetic polymorphisms by PCR-RFLP.  
 
Results: GDM patients had a higher percentage of activated NK cells than healthy 
pregnant women. These differences were significant when normal weight GDM patients 
were compared to both normal weigth and overweight healthy women (p=0,002 e 
p=0,008 respectivly) as well as in overweight GDM patients compared to normal weight 
healthy women (p= 0.02). The percentage of CD3+CD8+ T cells was higher IN normal 
weight GDM patients compared to overweight healthy participants (p=0.04).  Culture 
supernatant IL-10 levels  with and without LPS stimulation were lower in overweight 
GDM patients compared to overweight healthy women (p=0.03 e p=0.02, respectively). 
There were no other significant differences between the subgroups, or in the findings 
related to the other parameters analyzed in the study.  
 
Conclusions: These results suggest an association between increased numbers of 
activated NK cells and CD8+ T lymphocytes, as well as lower IL-10 production and 
GDM.  
 










Almost one third of all women currently entering pregnancy are overweight or obese(1). 
Maternal obesity is associated with an increased risk of obstetric complications, 
particularly gestational diabetes mellitus (GDM).  
The link between obesity and GDM is not yet completely understood but it involves the 
maternal immune system. Although low grade inflammation and insulin resistance are 
part of the physiologic adaptative phenomena of normal pregnancies, in obese women 
these two processes seem to be exacerbated.  
There are changes in the cellular composition of adipose tissue and in the profile of 
secreted adipokines in obese people (1, 2). Natural killer (NK) cells are important 
components of the innate system.  Activated NK cells may express activating receptors 
and can produce inflammatory cytokines, or may degranulate cytotoxic factors 
mediating cytotoxicity against target cells. Alternatively, NK cells may express 
inhibitory receptors and suppress NK activity.  
The relationship between NK cells and obesity is still unclear (3, 4). According to Dovio 
et al. (2004)(5) spontaneous and IL-2-inducible NK cell activity are normal in healthy 
obese individuals.  Lynch et al (2008)(3) have reported that patients with morbid obesity 
and similar BMI may present different NK cell profiles depending on their metabolic 
condition.  
During pregnancy there are physiological adaptations in the maternal immune system, 
including increased numbers of T lymphocytes and of the T regulatory subset (6). 
Healthy pregnant women also have a decreased number of NK cells in peripheral blood 
but the number of activated NK CD69+ cells increases with advancing gestational age 
(7)
.These changes seem to be more pronounced in obese pregnant women , indicating the 
development of an intense inflammatory process. However, few studies have evaluated 
lymphocytes subsets in obese pregnant women. Sen et al. (2013)(8) reported that, 
compared to lean controls, obese pregnant women have lower counts of TCD8+ and 
NKT cells, increased numbers of B cells, altered ex vivo cytokine production and 
impaired lymphoproliferative response.     
According to Guo et al. (2012)(9) patients with type 2 diabetes have a higher percentage  
of activated NK cells and lower frequency of inhibitory NK cells, but no difference in 
the total number of this cellular subset iIn contrast, Lapolla et al. (1996)(10) have shown 
increased number of NK lymphocytes (CD57) in GDM patients compared with healthy 
pregnant controls.   
Besides NK cells, unbalanced lymphocytes subsets have been associated with obesity 
and metabolic disorders. Nieman et al. (1999)(11) reported decreased numbers of total 
lymphocytes and TCD4+, and also impaired lymphoproliferative response in obese 
patients.  On the other hand, O’Rourke et al. (2006)(12) detected increased frequency of 
TCD3+CD4+ cells and lower numbers of TCD3+CD8+lymphocytes in morbidly obese 
compared to lean women. Tanaka et al. (2001)(13) have found a dose-dependent effect of 
BMI on the number of circulating lymphocytes and T-cells. Additionally, a study by 
Van der Weerd et al. (2012)(4) identified increased numbers of CD4+, Treg 
(TCD4+CD25+FoxP3+) and  Th2 cells subsets in healthy morbidly obese patients in 
comparison to normal weight  individuals. 
According to experimental studies,Treg cells are involved in the control of insulin 
sensitivity (14, 15). Eller et al. (2011)(16) have reported that the adipose tissue of obese 
patients has a fewer Treg cells with reduced function.  Additionally, animal experiments 
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indicate that adoptive transfer of CD4+FoxP3+ Tregs significantly improves insulin 
sensitivity and diabetic nephropathy. 
GDM patients seem to have  significant changes in lymphocyte sub-populations 
characterized by increased numbers of memory (CD4+CD45RO+) and activated T cells 
(CD4+HLA-DR+, CD8+HLA+DR+) in peripheral blood (17, 18). According to a study by 
Lapolla et al. (1996)(10), GDM patients had a significant increase in the  number and 
percentage of suppressor/cytotoxic T lymphocytes (CD8). 
Successful pregnancy has been related to a predominant Th2 cytokine profile whereas 
obesity seems to be characterized by increased production of inflammatory mediators 
defining a Th1 cytokine pattern (19, 20).Similarly, GDM also seems to have an  an 
unbalance between TH1/TH2 mediators with a predominance of the Th1 cell profile (21). 
Although these differences  have previously been reported by several investigators  
controversies remain and the role of these factors in the pathophysiology of GDM is 
still unclear (22). 
Given the strong association between maternal obesity and GDM, and the involvement 
of inflammation in both conditions, it is important to clarify what is the exact role of the 
maternal immune response in this relationship. We hypothesized that obese women with 
GDM have an impaired immune cell profile compared with healthy pregnant women.  
 
Material and methods 
 
Subject 
This analytical cross-sectional  study recruited third-trimester (28-36 weeks) pregnant 
women in the antenatal care clinics or obstetric wards of three tertiary public teaching 
hospital located in Sao Paulo, Brazil (Sao Paulo Hospital-Universidade Federal de São 
Paulo, Dr. Mario de Moraes Altenfelder Silva Municipal Teaching Hospital, and Hospital 
Universitário de São Bernardo do Campo). The studywas carried out between 2010 and 
2012. The research protocol was approved by the ethics committee of all 
aforementioned hospitals and written informed consent was obtained from all 
participants. 
The study group included 91 women diagnosed with GDM according to the criteria 
proposed by the International Association for Diabetes and Pregnancy Study Group, 
that is, a fasting glucose is ≥ 92 mg/dL or  a 1 hour post 75g-load ≥180 mg/dL or 2 hour 
glucose value  ≥153 mg/dL . The control group included 96 healthy pregnant women, 
with a normal 75 g oral glucose tolerance test and without any maternal or fetal 
disorders. Controls were matched to GDM patients by race (self-referred). Exclusion 
criteria were: multiple pregnancies, fetal death, autoimmune diseases, pre-existing 
diabetes, uterine malformations, pregnancy resulting from in vitro fertilization 
treatment, placental abruption, infection, cancer or any other systemic disease, including 
pre-existing hypertension. 
All included participants were categorized into two groups, according to their pre-
pregnancy BMI: normal weight (BMI < 25 kg/m2) and overweight (BMI ≥ 25 kg/m2). 
Pre-pregnancy weight was self-reported and maternal height was measured at the 
antenatal care facility or obstetric ward.  
Gestational age was determined by last menstrual period confirmed through obstetric 
sonography prior to 20 weeks. 
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Method 
Upon enrolment, 35 mL of peripheral blood was collected from each participant: 20 mL 
in tubes containing heparin (BD Diagnostics) for isolation of peripheral blood 
mononuclear cells (PBMC) cell culture and flow cytometry, 5 mL in tubes containing 
spray-coated silica and a polymer gel (4) for serum separation (BD Diagnostics) and 10 
mL in tubes containing ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (BD Diagnostics, 
Franklin Lakes, NJ, USA). Blood was immediately centrifuged to obtain the buffy coat 
layer containing polymorphonuclear cells and DNA was extracted by the DTAB/CTAB 
method.(23). The sample collected in SST tubes was centrifuged after clot retraction to 
obtain serum sample, which was immediately frozen and stored at - 80ºC until use. 
 
Isolation of PBMC 
First, PBMC were isolated by centrifugation on Ficoll-Paque plus (GE Bio-Science, 
Uppsala, Sweden) at 1800 rpm for 30 min at 20–23 °C. Next, cells were washed twice 
in PBS (Sigma-Aldrich, MO, USA) by centrifugation for 10 min at 2000 rpm at 20–
23 °C. PBMC were suspended in culture medium RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, MO, 
USA) supplemented with 10% FCS (fetal calf serum, Gibco BRL, Invitrogen, NY, 
USA) and gentamicin (5 µg/mL). 
 
Freezing of peripheral blood mononuclear cells 
After PBMC isolation, the cell concentration was adjusted at 4 × 106 and centrifuged 10 
min at 2000 rpm at 18 °C, cells were suspended in FCS with 10% DMSO (Dimethyl 
Sulfoxide, Sigma-Aldrich, MO, USA).The cells in suspension were alliquoted in cryo 
tubes vials and frozen in Mr. Frosty (Nalgene®-Thermo Scientific, New York - USA) at 
−80 °C for 24 hours and then stored in liquid nitrogen. 
 
Cell subsets  
 Cell subsets were determined by flow cytometry. All samples were evaluated in the 
same FACSCantoTM cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, US) and data analyzed 
using the FlowJo software (Tree Star, Inc.).The FMO (fluorescence minus one) was 
used as a control. Data are expressed as means, percentages and standard deviations. 
   
 
B) Lymphocytes subsets 
The frozen samples were thawed at 37 °C and cells were washed twice in culture 
medium RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, MO, USA) by centrifugation for 10 min at 2000 
rpm at 20–23 °C. The cells were suspended in culture medium, cell viability was 
assessed by trypan blue dye (Sigma-Aldrich, MO, USA) and concentration adjusted at 
4 × 106 . The cell suspension was dispensed into cytometry tubes and washed in PBS by 
centrifugation for 10 min at 2000 rpm at 20–23 °C. Cells were stained with monoclonal 
antibodies conjugated to different fluorochromes (CD3-FITC, CD8-PECy7,CD25-
APCH7, CD127-Alexa Fluor 647, HLA-DR – FITC, CD69-FITC – (BD Biosciences, 
San Jose, CA, USA) (CD4-PECy5, FoxP3-PE-  eBioscience, San Diego, CA, USA), 
according to the manufacturer’s instructions. Thirty thousand cells were recorded, the 
population of lymphocytes was gated from PBMCs according to forward scatter 
characteristics and side scatter characteristics. 
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C) Natural killers (NK) subsets   
After PBMC isolation,cell viability was assessed by trypan blue dye (Sigma-Aldrich, 
MO, USA) and concentration adjusted at 4 × 106 . The cell suspension was dispensed 
into cytometry tubes and washed in PBS by centrifugation for 10 min at 2000 rpm at 
18 °C. Cells were stained with monoclonal antibodies conjugated to different 
fluorochromes (CD56-PE, CD69-FITC - BD Biosciences, San Jose, CA, USA) 
according to the manufacturer’s instructions. Twenty thousand cells were recorded,, the 
population of lymphocytes was gated from PBMCs according to forward scatter 
characteristics and side scatter characteristics. 
  
Cell culture 
Cell culture was determined after PBMC isolation; the cells were stimulated with 
lipopolysaccharide (LPS 10 µg/mL) and alliquoted at 2 × 106 cells in 24-well plates. 
Subsequently, PBMC were cultured in a humidified 5% CO2 atmosphere at 37 °C. After 
24h or 48h of culture, cells were separated from the culture medium by centrifugation 
for 10 min at 2000 rpm at 18–20 °C. Culture supernatanst were frozen and stored at 
−80 °C until use. 
 
Cytokine assays (supernatant) 
Cytokine levels were quantified by ELISAs using commercial kits Quantikine® – Human 
IL-10 Immunoassay, Quantikine® – Human IL-6 Immunoassay and Quantikine® – Human 
TNF-A Immunoassay (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). IL-10 was quantified in 
culture supernatant with/without stimulation (LPS) for  48h, IL-6 and TNF-A was 
quantified in supernatant culture with/without stimulation (LPS) for  24h. TNF-A, IL-6 
and IL-10 sensitivity was 15.62 pg/mL, 9.37 pg/mL and 31.25 pg/mL, respectively. 
 
Cytokine assays (serum) 
Cytokine serum levels were quantified by ELISA using commercial kits Quantikine 
High sensitivity ® – Human IL-10 Immunoassay, Quantikine High sensitivity ® – Human 
IL-6 Immunoassay and Quantikine High sensitivity ® – Human TNF-A Immunoassay 
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). TNF-A, IL-6 and IL-10 sensitivity was 0.5 
pg/mL, 0.156 pg/mL and 0.78 pg/mL, respectively. 
 
Polymorphism genotyping 
Primers sequences and PCR cycling conditions have been previously described, as well 
as genotyping methods for IL-10 -1082 A>G (rs1800896), IL-6 -174 G>C (rs1800795) 
and TNF-A -308 G>A (rs1800629) (24-26). The three allelic variants were genotyped by 
RFLP method. Briefly, PCR products were digested with the following restriction 
endonucleases: MnlI, NlaIII and NcoI (New England Biolabs).   
IL-10 -1082 polymorphism genotyping resulted in fragment sizes of 136 bp (A) or 104 
and 32 bp (G); IL-6 -174 polymorphism in 230 and 13 bp (G) or 122 and 128 bp (C), 
TNF-A    -308 polymorphism genotyping resulted in fragment sizes of 107 bp (A) or 87 
and 20 bp (G). 
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Statistical analysis 
Kolmogorov-Smirnov or Shapiro-Wilk tests and Skewness and Kurtosis values were 
used to assess the distribution of quantitative variables. One-way ANOVA, Kruskal-
Wallis, Student´s t- or Mann-Whitney tests were used to analyze continuous variables. 
Hardy-Weinberg equilibrium tests were performed by calculating expected frequencies 
of each genotype and comparing them with the observed values. Single allelic and 
single genotype frequencies (obtained by direct count) were analyzed by Fisher exact or 
χ2 tests, Odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (CI) were calculated. 
 All tests were considered significant at p<0.05. Statistical analyses were performed 
with the software Graphpad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc. CA, USA- for 




The main clinical characteristics of GDM patients and controls are presented on Table I. 
Normal weight GDM patients   had higher proportions of  CD3+CD8+ cells than 
overweight healthy  women (32.75 ± 6.48% x 24.30± 7.42%, respectively p= 0.04 – 
Student´s t-test).  
Normal weight GDM patients had a higher proportion of  activated NK cells 
(CD56+CD69+) than healthy normal weight women  (5.49 ± 0.81% versus 3.12 ± 
1.30%, p=0.002, Student´s t test) and than overweight women groups (5.49 ± 0.81%  
versus 3.78 ± 1.05%). We also found a higher proportion of these cell subset 
(CD56+CD69+) in overweight GDM patients than in healthy normal weight pregnant 
women (4.48 ± 1.14% versus 3.12 ± 0.81%, p=0.002 - Student´s t-test) (Figure 1).  
There were no significant differences in proportion of CD3+CD4+T; 
CD3+CD4+CD25+TCD4+CD25+CD69+; CD4+CD25+HLADR+; CD3+CD4+CD25+FOXP3+, between 
the groups (Table II). 
Interleukin-10 levels in culture supernatant with and without stimulus (LPS) were 
significantly lower in the overweight GDM patients than in overweight healthy women 
(without stimulus p=0.03, with LPS p=0.02  - Student´s t-test). There were no 
significant differences in TNF-A and IL-6  levels in supernatant culture levels between 
the groups (Figure 2).  
 There were no significant differences in TNF-A, IL-6 AND IL-10 serum levels 
between the groups) (data not show).  
All allelic variants in GDM and control groups were in Hardy-Weinberg equilibrium. 
Genotype data are presented on Table III. 
There were no differences in IL-10 -1082, IL-6 -174, TNF-A -308, genotype and allelic 




There is a clear association between obesity and GDM and a common feature of both 
conditions is the development of an intense inflammatory process. The characterization 
of the immune profile of overweight pregnant women with and without GDM is 
important to clarify the physiopathological mechanism involved in this relationship. 
To the best of our knowledge, this is the first study to investigate this panel of immune 
cell subsets, inflammatory cytokines and related gene polymorphisms in overweight 
pregnant women, with and without GDM, in the 3rd trimester of pregnancy. In order to 
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evaluate both the effect of obesity and of GDM on the immunological parameters, we 
distributed the patients in four groups based on their clinical status (healthy or GDM) 
and also according to their pre-pregnancy BMI classification (normal or overweight) 
and compared the findings of all subgroups. 
Our GDM patients had more activated NK cell in peripheral blood than our healthy 
pregnant women, regardless of their pre-pregnancy BMI. Similarly, Lynch et al. (2009) 
(3)
 reported that lower NK cells were associated with metabolical disease and not with 
obesity. Our results are in line with Guo et al. (2012)(9) who found normal counts of  
circulating NK cells and increased percentages of activated NK cells in patients with 
type 2 diabetes. Studies that reported reduced number of circulating NK cells included 
patients with metabolic disorders (27, 28). 
During pregnancy there is a physiological change in the profile of NK cells 
characterized by a decrease number of peripheral NK cells together with a progressive 
increase in the  percentage of activated NK cells, starting in the first trimester. Lapolla 
et al. (1996)(10) reported increased numbers of NK cells in GDM patients in comparison 
to healthy pregnant women, however these investigators used a different monoclonal 
antibody.  Up to the moment, there is no previous studies which have evaluated NK 
subsets in GDM patients, or even in healthy overweight/obese pregnant women. 
Most circulating NK cells and CD8+T lymphocytes seem to have a citotoxic profile (29, 
30)
. Our results suggest that in GDM patients, both cell subsets are increased in 
comparison with healthy pregnant women, regardless pre-pregnancy BMI. We did not 
find other differences on T lymphocyte subsets, including CD4+T or Treg. Our findings 
are in line with a previous study Lapolla et al. (1996)(10) that showed increased  
numbers of CD8+T  but normal percentages of CD4+T lymphocytes in GDM women in 
the third trimester of pregnancy. Mahmoud et al. (2005, 2012) (17, 18) analyzed T cell 
subsets in GDM patients at the same gestational age but grouped them according to 
treatment mode. They found increased numbers of CD4+ T lymphocytes in women 
treated with insulin, whereas those treated with diet presented increased percentages of 
CD8+ T cells. Moreover, Mahmoud et al. (2012)(17), detected an association between 
GDM and increased circulating Treg population. Different from our study, these authors 
did not evaluate the influence of BMI on the quantification of Tcell subsets (10, 17, 29, 31). 
The relationship between Treg and obesity is still unclear. Van der Weerd et al. 
(2012)(4) detected increased numbers of CD4+T with predominance of Treg 
(TCD4+CD25+FoxP3+) subsets in peripheral blood of adults with morbid obesity but 
without metabolic disorders. Increased Treg subsets have been associated with 
successful pregnancies (31), but there is no data on the Treg profile of healthy obese 
pregnant women. We did not find significant differences in the T lymphocyte subsets 
(TCD4+, CD8+ e Treg) of normal versus overweight women at the same gestational age. 
Sen et al. (2013)(8) evaluated T lymphocyte subsets in obese pregnant women (BMI>30) 
in the second trimester of pregnancy and, in accordance with our findings,  did not 
detect significant differences in the percentage of CD4+T lymphocytes, although they 
reported decreased numbers of  CD8+ T cells in the obese group. 
 Another interesting finding was related to IL-10 production. We found lower 
levels of IL-10 in culture supernatant in GDM patients, especially in those with 
increased BMI (>25). Since IL-10 has a potent regulatory effect on immunological 
responses both in vitro and in vivo, its decrease may be associated with the development 
of inflammatory conditions and our findings are in agreement with this hypothesis. 
However there are controversial results on this aspect in the literature. Different from 
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other studies, we analyzed in vivo (serum) and in vitro (PBL culture supernatant) 
cytokine production. Most investigators evaluated only serum concentrations that are 
usually lower, eventually undetectable. Our GDM patients had decreased IL-10 levels in 
supernatant culture both with and without stimulation and, although it was not 
significant, we also found lower serum levels of this molecule in these patients. On the 
other hand, we did not detect differences in the production of IL-6 and TNF-A, or any 
association with the analyzed polymorphisms. 
Reduced IL-10 production has been identified n type 2 diabetics with poor glycemic 
control (32). The relationship between cytokines and GDM remains unclear (22). There is 
also no consensus regarding cytokine production in obese patients. Sen et al. (2013)(8) 
found impaired intracellular production of TNF-A e IFN-g from both CD4+ and CD8+ T 
lymphocytes in obese subjects, but did not find significant difference in the levels of 
these cytokines in the cell culture supernatant. These controversial results may be due to 
differences in clinical characteristics of the participants as well as methodological, 
biological and testing variations between studies which may affect cytokine 
measurements. 
We did not find significant differences on the immune profile of overweight healthy 
pregnant women in the third trimester of pregnancy in comparison to healthy normal 
weight women at the same gestational age. However, our evaluation was limited to 
peripheral blood parameters and we did not evaluate immune factors at the maternal 
interface. Another aspect that should be taken into consideration is that we included 
overweight women. In accordance with our results, a number of investigators did not 
find impaired immune response even in obese subjects. According to Han et al. 
(2011)(33) being overweight (IMC 25 - <30)  does  not affect immune response. Most of 
the studies that showed significant differences in immunological parameters analyzed 
obese adults (BMI ≥30), particularly patients with morbid obesity and associated 
metabolic disorders (4, 34, 35).  
A limitation of our study was the small number of patients. However there are also 
strong points. Up to the moment, this is the first study that analyzed such a large variety 
of immunological parameters in the peripheral blood of overweight pregnant women 
with and without GDM. Our results suggest that GDM patients have abnormal 
immunomodulatory mechanisms, characterized by increased number of cytotoxic cells: 
CD56+CD69+ and CD8+T and reduced IL-10 production. Experimental studies have 
shown that in obesity CD8+ T-cells infiltrate the adipose tissue, initiating a pro-
inflammatory response and promoting the recruitment and activation of macrophages 
which increase adipose inflammation and, insulin resistance (36). Additionally, activated 
NK cells seem to be involved in this process, contributing to adipose tissue 
inflammation and to insulin resistance (37). Our findings on IL-10 are in line with 
Esposito et al. (2003)(38) who found an association between low IL-10 production and 
metabolic syndrome in obese women. Reduced IL-10 synthesis seems to be related to 
endothelial dysfunction, increased risk of atherosclerosis and the development of type 2 
diabetes (38-40). Our data support the involvement of inflammatory process and insulin 
resistance in the physiopathology of GDM. 
Further investigations including the quantification and functional analyses of other T 
cell subsets are needed to validate the biological significance of inflammatory and 
immunological mediators in GDM. 
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Table I Main characteristics of study participants  
 
Variables 
Normal weight  (BMI<25) Overweight (BMI (≥25) P value 
Healthy GDM Healthy GDM 
 
 (N=46) (N=26) (N=50) (N=65) 
Age 
Mínimum-Maximum 17-38 18-44 17-36 20-43 
<0,0001¥ Mean 27,5 31 27,3 33,2 
Standard-deviation 5,1 7,1 4,6 5,2 
Gestational 
age 
Mínimum-Maximum 29,1-36 28-36 28,1-36 28-36 
0,43¥ Mean 32,7 33,2 32,6 32,4 
Standard-deviation 1,9 2,3 2,4 2,1 
BMI 
Mínimum-Maximum 18,5-24,6 18,8-24,9 25,1-41,7 25-39,8 
<0,0001¥ Mean 21,5 22,2 29,4 30,5 
Standard-deviation 1,7 1,7 4,1 4,1 
Race 
White 20 (43,5%) 7 (26,9%) 11 (22%) 27 (41,5%) 
0,07** 
Mulato 21 (45,6) 16 (61,5%) 28 (56%) 30 (46,1%) 
Black 5 (10,9%) 2 (7,7%) 11 (22%) 8 (12,4%) 
Asian  1 (3,9%)   
Smoking 
Yes 8 (17,4%) 2 (7,7%) 6 (12%) 6 (9,2%) 
0,53** 
No 38 (82,6%) 24 (92,3%) 44 (88%) 59 (90,8%) 
Parity 
0 22 (47,8%) 9 (34,6%) 23 (46%) 14 (21,6%) 
0,05** 1 15 (32,6%) 8 (30,8%) 14 (28%) 24 (36,9%) 
2 or + 9 (19,6%) 9 (34,6%) 13 (26%) 27 (41,5%) 
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Table II Percentage of lymphocyte subsets (in proportion to the parent populations) in normal and 
overweight women with and without gestational diabetes. 
 














CD3+CD4+% 63.15 ± 5,38 62.33 ± 5,90 65.97 ± 5,60 64.38 ± 6,39 0.62 
CD3+CD8+% 25.04 ±7,80 32.75± 6,48 † 24.30 ± 7,42 27.88 ± 4,12 0.09 
CD3+CD4+CD25+% 12.99 ± 9,16 9.34 ± 8,17 12.83 ± 8,84 14.55 ± 7,21 0.69 
CD3+CD4+CD25+FoxP3+% 10.57 ± 3,22 13.10 ± 4,28 10.79 ± 4,17 11.26 ± 3,54 0.61 
CD4+CD25+CD69+% 2.95 ± 0,84 2.60 ± 0,63 2.37 ± 0,83 3.09 ± 1,0 0.28 
CD4+CD25+HLA-DR+% 10.94 ± 2,74 10.19 ± 3,04 10.85 ± 2,95 11.77 ± 3,13 0.77 
CD3+CD4+CD25+FoxP3+CD127-% 9.52 ± 3,44 11.89 ± 4,43 9.71 ± 4,25 10.07 ± 3,53 0.68 
CD4+CD25+FoxP3+CD127-CD69+% 3.11 ± 1,32 3.35 ± 0,89 3.31 ± 1,93 4.81 ± 1,89 0.12 
CD4+CD25+FoxP3+CD127-HLA-DR+% 25.25 ± 6,85 21.03 ± 4,55 18.60 ± 7,07 23.45 ± 7,09 0.19 
 
Data are expressed as mean ± Standard deviation; BMI, body mass index; GDM, Gestational diabetes mellitus; 
 
¥ One-way ANOVA; † p values <0.05- compared with Healthy Overweight group- Student´s t-test 
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Table III. Genotype and Allele Frequencies of TNF-A -308, IL-6 -174 and  IL-10 -1082, Allelic Variants in 
normal and overweight women with and without gestational diabetes . 
 
NS- Not significant; BMI, body mass index; GDM, Gestational diabetes mellitus; All data presented as number (percentage);  



















 GG 35 (83.3%) 16 (76.2%) 35 (77.8%) 49 (77.8) 
N
NS* 
Genotypes GA 7 (16.7%) 4 (19.0%) 8 (17.8%) 13 (20.6%) 
 AA 0 (0%) 1 (4.8%) 2 (4.4%) 1 (1.6%) 
Alelles 
G 77 (91.7%) 36 (85.7%) 78 (86.7%) 111 (88.1%) N
NS** A 7 (8.3%) 6 (14.3%) 12 (13.3%) 15 (11.9%) 
IL-6 -174 G/C (rs1800795) 











GG 23 (56.1%) 11 (52.4%) 22 (50.0%) 41 (67.2%) 
N
NS* 
GC 16 (39.0%) 7 (33.3%) 18 (40.9%) 18 (29.5%) 
CC 2 (4.9%) 3 (14.3%) 4 (9.1%) 2 (3.3%) 
Alelles 
G 62 (75.6%) 29 (69.0%) 62 (70.4%) 100 (82.0%) N
NS** C 20 (24.4%) 13 (31.0%) 26 (29.6%) 22 (18.0%) 
IL-10 -1082 G/A (rs1800896) 












AA 21 (50.0%) 8 (40.0%) 20 (44.4%) 29 (47.5%) 
N
NS* 
AG 14 (33.3%) 10 (5.,0%) 20 (44.4%) 25 (41.0%) 
GG 7 (16.7%) 2 (10.0%) 5 (11.2%) 7 (11.5%) 
Alelles 
A 56 (66.7%) 26 (65.0%) 60 (66.7%) 83 (68.0%) N
NS** G 28 (33.3%) 14 (35.0%) 30 (33.3%) 39 (32.0%) 































































































Fig.1 Boxplots representing the percentage  of NK cells (CD56+) and activated NK cells (CD56+CD69+) in pregnant women: 
normal and overweight; healthy and with gestational diabetes mellitus  GDM ;  












p=0.002 * p=0.008* 
p=0.02 * 































































































































































































































































































Fig.2 Cytokine levels (TNF-A, IL-6 and IL-10) in culture supernatant without stimulus (a) and with stimulus (LPS) (b) in normal 
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Anexo 8: Normas de submissão de artigo para o periódico “American 
Journal of Reproductive Immunology” 
 
Please read carefully. Failure to conform to standards outlined here may delay 
processing.  
1. Online Submission - click here to submit your manuscript  
2. The journal publishes information covering the area of reproductive immunology.  
3. The journal is now operating an electronic editorial office. It is therefore 
recommended that manuscripts are submitted online via 
http://mc.manuscriptcentral.com/ajri. Detailed instructions and advice are available on 
the ScholarOne Manuscripts website. The manuscript must include a structured abstract, 
references, figures, legends, and tables. Please use the assigned reference number in 
correspondence. Submission of a manuscript will automatically represent that the 
authors have appropriate authorization from laboratory directors, department chairs, 
and/or grantees if such authorization is required. Submission is representation that the 
manuscript has not been published previously and is not currently under consideration 
for publication elsewhere. All submitted manuscripts must be accompanied by a 
completed Copyright Transfer Agreement (licensing copyright to Wiley-Wiley-
Blackwell). The Copyright Transfer Agreement can be downloaded at 
http://media.wiley.com/assets/1540/86/ctaaglobal.pdf 
Return address for CTAs is as follows: 
American Journal of Reproductive Immunology 
Editorial Office Editorial Manager 
LSOG 305a Department of Obstetrics Gynecology and Reproductive Science 
Yale University School of Medicine, 333 Cedar St, New Haven, CT 06510, USA 
Email: editor.ajri@yale.edu; Fax: 203-7854883 
 
American Journal of Reproductive Immunology employs a plagiarism detection system. 
By submitting your manuscript to this journal you accept that your manuscript may be 
screened for plagiarism against previously published works. 
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OnlineOpen is available to authors of primary research articles who wish to make their 
article available to non-subscribers on publication, or whose funding agency requires 
grantees to archive the final version of their article.  
 
With OnlineOpen, the author, the author's funding agency, or the author’s institution 
pays a fee to ensure that the article is made available to 
non-subscribers upon publication via Wiley Online Library, as well as deposited in the 
funding agency's preferred archive. For the full list of terms and conditions, see 
http://wileyonlinelibrary.com/onlineopen 
 
Any authors wishing to send their paper OnlineOpen will be required to complete the 
payment form available from our website.  
 
Prior to acceptance there is no requirement to inform an Editorial Office that you intend 
to publish your paper OnlineOpen if you do not wish to. All OnlineOpen articles are 
treated in the same way as any other article. They go through the journal's standard 
peer-review process and will be accepted or rejected based on their own merit.  
The work shall not be published elsewhere in any language without the written consent 
of the publisher. The articles published in this journal are protected by copyright, which 
covers translation rights and the exclusive right to reproduce and distribute all of the 
articles printed in the journal. No material published in the journal may be stored on 
microfilm or videocassette or in electronic databases or reproduced photographically 
without the prior written permission of the publisher.  A covering letter should clearly 
identify the person (with address, fax, telephone numbers, and e-mail address) 
responsible for correspondence. Author(s) must also suggest three possible reviewers 
and mention any person(s) who may have a conflict of interest if requested to review the 
paper. If no conflict of interest exists, please explicitly state this in the covering letter. 
Failure to suggest three reviewers will delay processing.  
 
4.  Order the elements comprising the manuscript as follows: title page, abstract, key 
words, introduction, materials and methods, results, discussion, conclusions, appendix, 
acknowledgments, references, tables and figure-captions list.  
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5. Categories of publication: The following types of articles will be considered for 
publication. Authors are advised that submissions exceeding the length guidelines 
provided below will be returned unreviewed: 
(1) Research Articles: reports of original, basic, clinical, translational studies relating 
to Reproductive Immunology. The reports should be well documented, novel, and 
significant. Research articles are published an average of 40 days after their final 
acceptance. The length restrictions for this category of publication are as follows: Text 
limit of 5000 words excluding references. 
(2) Cutting-Edge report: Short, definitive reports of highly significant and timely 
findings. Priority Reports receive an accelerated review. Papers submitted as Priority 
Reports should contain Materials and Methods and Results and Discussions sections. 
The length of the whole manuscript is 2500 words, 10 references, no keywords, 2 
figures and abstract is 100 words. 
(3) Reviews: Articles that review a timely subject important to reproductive 
immunologist researchers. Reviews must be written as concisely as possible. All 
Review Articles, whether or invited or not, will be subject to peer review. Text limit of 
3000 words. 
(4) Public Issues: Brief articles (2000 words or less) on topics of interest to scientist 
involved in the areas of reproduction and immunology and the general public. These 
topics include articles on funding projects in Reproductive Immunology from the 
government, foundations; clinical application or directions of the progress in the field of 
immunology and reproduction; relations, training in the field, public or science 
education. 
(5) Letters to the Editor and Opinion: The Editors invite the submission of 
correspondence that presents considered opinions in response to articles published in the 
journal or meeting presentations. Letters to the Editor will be peer reviewed and, if 
found to meet the requisite publication criteria the Letter may be sent to the author(s) of 
the originally published article and possibly to other interested parties for a response to 
be published in the same issue of the journal as the Letter. 
(6) Meeting Reports: Brief reports of the Annual meetings of the Societies for 
Reproductive Immunology or special symposiums. (2000 words) 
(7) Technical Reports: The objective of Technical Reports is to describe primary 
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research data on a new technique that is likely to be influential in the field of 
reproductive immunology. Technical Reports have a format broadly similar to that of 
Original Manuscripts, though many Technical Reports are shorter than a typical Article. 
Technical Reports include a short abstract (typically 150 words) followed by separate 
sections for Introduction, Material and Methods and a combined Results and Discussion 
section. There is no strict limit on the number of display items. If statistical testing was 
used to analyze the data, the Methods section must contain a subsection on statistical 
analysis. References are normally limited to 10, but this can be flexible at the editor's 
discretion.Technical Reports may be accompanied by supplementary information. 
Technical Reports are peer reviewed, and authors must provide a competing financial 
interests statement before publication.  
 
6. Title page - This should include the title of the article, authors' names (with degrees) 
and affiliations, complete mailing addresses, fax and telephone numbers of one author 
who will review the proofs, and suggested running head.  The running head should be 
less than 45 characters (including spaces) and should indicate either diagnosis or major 
features of the case.  
 
7.  Abstract - This should be page two of the manuscript (2). It should be structured and 
consist of no more than 150 words, organized into four paragraphs, labeled Problem, 
Method of Study, Results and Conclusions.  
 
8.  Key words - A list of 3-6 key words is to be provided directly below the abstract. 
Key words should express the precise content of the manuscript and consist of words or 
phrases not in the title, as they are used for indexing purposes, both internal and 
external. They should each be arranged in alphabetical order and separated by a comma 
(,).  
 
9.  Acknowledgments - All acknowledgments (including those for grant and financial 
support) should be typed in one separate paragraph that directly precedes the reference 
section.  The inclusion of individuals and/or of institutions in the acknowledgment 
section in a manuscript requires a signed approval from each individual mentioned in 
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the acknowledgment and/or of an authorized individual representing the institution(s) 
that clearly states that the individual(s) and/or institution(s) agree to be named in an 
acknowledgment section of the paper.  Illustrations from other publications must be 
acknowledged. Include the following when applicable: author(s), title of journal or 
book, volume number, page(s), month and year.  
 
10. References - References are identified in the text by superscript figures. All 
references cited in the text should be typed double-spaced in a separate section at the 
end of the paper and numbered consecutively in the order in which they are cited in the 
text. Once a reference is cited, all subsequent citations should be to the original number. 
Abbreviations should conform to those in Index Medicus. We recommend the use of a 
tool such as Reference Manager for reference management and formatting.  
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11.  Tables - Tables should be typed on separate sheets, and numbered consecutively 
with Roman numerals. Tables should be self explanatory and include a brief descriptive 
title. Tables can be submitted as Excel or MS Word files.  
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12.  Illustrations/Figures - Three sets of unmounted and untrimmed photographs, 
drawings, diagrams and/or charts are to be submitted, each in a separate labeled 
envelope. Illustrations should preferably be in the proportion of 12.5 x 18 cm (5 x 7 
inch). Write the title of the paper, the name of the first author and set number (Set 1 of 
3, etc.) on each of the envelopes. 
Each figure is to be numbered in the consecutive series of Arabic numerals in the order 
in which it is cited in the text. Write the title of your paper, the name of the first author 
and the figure number on an adhesive label, which should be pasted on the back of each 
figure.On the label also indicate clearly the top margin of each figure. 
Illustrations in full color are accepted for publication if the editors believe that color will 
add significantly to the published manuscript. Digital artwork for reproduction should 
preferably be submitted as EPS, TIFF or high-resolution JPEG files and meet our 
standards, but we may also be able to use other formats so please include these (see 
http://authorservices.wiley.com/submit_illust.asp )  
 
13. Legends: Legends should be double-spaced, beginning on a separate sheet of paper. 
They should be numbered with Arabic numerals and referred to in the text. Maximum 
length should be limited to 100 words.  
 
14.  The journal requires that investigations performed in the United States on human 
subjects have the prior approval of the appropriate institutional committee on human 
experimentation.  
 
15. Rapid Publication - Concise manuscripts (4 or fewer journal pages) representing 
studies of outstanding scientific significance may be submitted for Rapid Publication. 
These manuscripts must be completely documented by reference to the literature and by 
a thorough description of the experimental procedures. If authors desire Rapid 
Publication, they must state so explicitly in their covering letter. For more information 
regarding guidelines for Rapid Publication, please contact the Central Editorial Office. 
 
16.  Short Communications - Short Communications are concise manuscripts of two 
or less journal pages which represent not more than 10 double-spaced manuscript pages 
Anexos  144 
 
inclusive of figures, tables, and references. Authors must state explicitly in the covering 
letter that the paper is a Short Communication.  
 
17.  All measurements must be given in metric units. English units may also be given 
parenthetically if the measurements were originally done in English units. These 
guidelines are in accordance with the 'Uniform Requirements for Manuscripts 
Submitted to Biomedical Journals'.  
 
18.  Proofs:  The corresponding author will receive an email alert containing a link to a 
web site. A working e-mail address must therefore be provided for the corresponding 
author. The proof can be downloaded as a PDF (portable document format) file from 
this site. Acrobat Reader will be required in order to read this file. This software can be 
downloaded (free of charge) from the following web site: 
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